N

N

Impact de la protéine SHP2 associé au syndrome de
Noonan sur le métabolisme glucidique

Romain Paccoud

» To cite this version:

Romain Paccoud. Impact de la protéine SHP2 associé au syndrome de Noonan sur le métabolisme
glucidique. Médecine humaine et pathologie. Université Paul Sabatier - Toulouse III, 2018. Francais.
NNT: 2018TOU30242 . tel-02381678v2

HAL Id: tel-02381678
https://theses.hal.science/tel-02381678v2
Submitted on 27 Nov 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02381678v2
https://hal.archives-ouvertes.fr

13






Remerciements

Je tiens tout d’abord a remercier I'’ensemble des membres de mon jury de thése pour avoir accepté de
consacrer de leur temps a la lecture de ce manuscrit et pour I'intérét qu’ils ont pu porter a ce travail.
Monsieur le Professeur Pierre Gourdy, pour m’avoir fait I’'honneur de présider ce jury, Mesdames les
Professeures Hélene Cavé, Corinne Vigouroux ainsi que Monsieur le Docteur Wilfried Le Goff pour
avoir accepté la charge de travail qui incombe a la qualité de rapporteur, ainsi que pour les discussions

scientifiques trés enrichissantes que vous avez menées au cours de cette journée.

Je voudrais remercier tous les membres de I’Adipolab pour ces trois années passées en leur compagnie

qui ont été tres enrichissantes.

Dans un premier temps, je tiens tout particulierement a remercier ma directrice de these, Armelle. J'ai
énormément appris avec toi au cours de ces trois années, et je suis heureux d’avoir pu faire mes
premiers pas dans la recherche a tes c6tés. Ta gentillesse, ta patience, ta pédagogie et ta réflexion font
de toi une formidable directrice de these, et a également fait de toi un soutien constant et indéfectible

dans mon quotidien. Tu as toujours été a I'écoute et présente a chaque instant de cette thése,

notamment lors de la rédaction de ce manuscrit. Au-dela de cette these, tu as été un pilier majeur
dans ma recherche de post-doc et des diverses péripéties qui y ont été associées. Tu n’as jamais douté

de moi ou de mes idées, méme s'il t’est arrivé par deux fois de m’offrir un tréfle a quatre feuilles.

Je remercie également tous les autres membres du laboratoire, a commencer par Jean-Philippe pour
ta bonne humeur et ta gentillesse. Tu as toujours été présent lorsque j'avais besoin d’aide et tu trouvais
toujours le bon conseil ou la bonne idée, que ce soit sur le plan scientifique, personnel ou sur la

recherche de post-doc.

Un grand merci au chef de I’Adipolab, Philippe, pour votre disponibilité, votre gentillesse ainsi que
votre sens de ’humour qui participe a la bonne humeur de toute I'équipe. Je tiens a vous remercier
tout spécialement pour m’avoir cédé votre moto durant ma premiere année de thése, et avoir eu le
plaisir de me vanter de rouler avec la moto du chef. Merci également a tous les autres membres de

I’équipe : Cédric, Bernard, Isa, Sophie pour votre disponibilité, votre humour et vos idées.

Je remercie également les djeun’s de I’Adipolab : Alizée, Ophélie, vous m’avez tellement aidé pour les
manips et vous vous étes toujours rendues disponibles, méme quand je vous prévenais au dernier
moment ; Nancy, Johanna, Veronika, Sophie, Vanessa, pour tous les bons moments passés dans le
laboratoire et en dehors ; Enzo, pour toutes tes histoires rocambolesques qui mettent de tres bonne

humeur.



Je souhaite remercier mes co-bureaux, Jean et Gwendo pour tous ces bons moments passés ensemble,
nos fous rires, en particulier lors des RLDP, ainsi que toutes les discussions trés « philosophiques » que
nous avons pu avoir... Je suis vraiment heureux de vous avoir connus, et je vous souhaite le meilleur

pour la suite.

Je remercie aussi Thomas Edouard grace a qui nous avons pu avoir des données sur les patients, ainsi

que pour son implication et sa gentillesse.

Je remercie également mes amis Milli, Pasto, vous avez toujours été présent (méme le jour J !!l) et
surtout bien avant! Je voudrais dire un énorme merci a mes parents qui m’ont soutenu depuis

toujours, et grace a quij’en suis la aujourd’hui.

Enfin, j'en arrive maintenant a Cécilia, qui me soutient (et supporte ?) depuis un petit moment déja et

qui a énormément participé a ce manuscrit (vive zotero hein”*). Merci a toi d’avoir toujours été la

dans les moments difficiles, et de m’avoir supporté quand je te parlais de Noonan et SHP2.






Résumé

Le diabéete de type 2 (DT2) est une maladie qui affecte de plus en plus de personnes a travers le monde
et comporte plusieurs complications. Les moyens thérapeutiques actuels sont assez limités, car méme
s’ils sont efficaces, ils sont associés a d'importants effets secondaires. Ainsi, il estimportant de trouver
de nouvelles cibles thérapeutiques pour améliorer la sensibilité a I'insuline en situation d’obésité ou
de diabete. Nous nous intéressons ici a une nouvelle cible potentielle, appelée SHP2, qui est une
protéine tyrosine phosphatase impliquée dans la transduction du signal en régulant plusieurs voies
canoniques (MAPK, PI3K). Cette protéine est connue pour ses roles cruciaux dans le développement
ainsi que son implication dans le métabolisme glucidique. Cependant, cette derniére fonction est
encore assez peu comprise, car I'effet d’'une délétion de SHP2 sur la sensibilité a I'insuline est différent
suivant les tissus et son role global n’est pas connu. Nous utilisons ici un modele original pour étudier
I'impact de SHP2 sur le métabolisme glucidique au niveau du corps entier, en travaillant sur le
syndrome de Noonan (SN). En effet, cette maladie génétique est principalement causée par une
mutation hyperactivatrice du gene PTPN11 codant la protéine SHP2. L'étude du métabolisme
glucidique dans le contexte du SN a permis de mettre en évidence une intolérance au glucose, qui est
dissociée de I'adiposité réduite, a la fois chez les patients et dans le modéle murin de la maladie
(SHP2P%16/*). Nous montrons que les souris SN présentent une inflammation caractérisée par une
surexpression de marqueurs pro-inflammatoires, ainsi qu’une augmentation de macrophages pro-
inflammatoires dans les tissus métaboliques. Grace a des expériences de transplantation de moelle
osseuse et de traitement au clodronate, nous mettons en évidence que cette inflammation est
d’origine macrophagique et est la cause de la résistance a l'insuline présente dans le SN. De plus, nous
démontrons que I’hyperactivation de SHP2 induit une hyperactivation des macrophages. De facon
intéressante, un traitement avec un inhibiteur de SHP2 améliore fortement le métabolisme glucidique
de souris sauvages obeéses et diabétiques. Ainsi, ce travail de thése a permis d’identifier un phénotype
original chez les patients et les souris SN associant une insulino-résistance dissociée de I'adiposité, ainsi
gu’un role clé des macrophages dans ce phénotype. De plus, au-dela de la maladie rare, nous montrons
que dans un contexte d’obésité et de DT2, I'inhibition de SHP2 améliore grandement le phénotype
métabolique des souris suggérant que SHP2 pourrait étre une cible efficace dans le traitement de

I'insulino-résistance.



Abstract

Type 2 diabetes (T2D) is a disease that affects more and more people worldwide and has many severe,
lifethreatening complications. The current therapies are rather limited, because even if they are
effective, they are associated with significant side effects. Thus, it is important to find new therapeutic
targets to improve insulin sensitivity in obesity or diabetes. We are interested here in a new potential
target called SHP2, a protein tyrosine phosphatase involved in signal transduction by regulating several
canonical pathways (MAPK, PI3K). This protein is known for its crucial roles in development as well as
its involvement in glucidic metabolism. However, this latter function is still poorly understood because
the effect of a deletion of SHP2 on insulin sensitivity is different between tissues and its overall role is
not known. Here, to study the impact of SHP2 on whole body glucidic metabolism we used Noonan
Syndrome (NS) as an original model system. Indeed, this genetic disease is mainly caused by a
hyperactivating mutation of the gene PTPN11 encoding the protein SHP2. The study of glucidic
metabolism in the context of SN has revealed glucose intolerance, which is dissociated from reduced
adiposity, both in patients and in the murine model of the disease (SHP2°%1%/*). We show that NS mice
exhibit inflammation characterized by overexpression of pro-inflammatory markers, as well as an
increase of pro-inflammatory macrophages in metabolic tissues. Thanks to bone marrow
transplantation and clodronate treatment, we show this inflammation comes from macrophage and is
the cause of the insulin resistance in SN. In addition, we demonstrate that hyperactivation of SHP2
induces hyperactivation of macrophages. Interestingly, treatment with an inhibitor of SHP2 strongly
improves the glucidic metabolism of obese and diabetic WT mice. Thus, this thesis work has identified
an original metabolic phenotype in patients and NS mice, in particular an inflammation-driven insulin
resistance uncoupled from adiposity, and a key role of macrophages in this phenotype. Moreover,
beyond the rare diseases, we show that in an obesity and T2D context, the inhibition of SHP2 greatly
improves the metabolic phenotype of mice suggesting that SHP2 could be an efficient target in the

treatment of insulin resistance.
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Introduction générale

Le métabolisme du glucose, qui permet d’apporter I'énergie suffisante au maintien des
fonctions vitales de I'organisme, est d’une importance cruciale et est donc trés finement
régulé. En conséquence, toute dérégulation du métabolisme glucidique peut évoluer en
pathologie, la plus connue étant le diabéte de type 2 (DT2). Etroitement liée a la pandémie
d’obésité, cette maladie affecte de plus en plus de personnes a travers le monde et comporte
plusieurs complications en particulier vasculaires. Le DT2 se caractérise par une résistance a
I'insuline ainsi que plusieurs autres affections systémiques entrainant une hyperglycémie. Il
existe a I’heure actuelle plusieurs traitements et bien qu’ils soient efficaces pour traiter cette
maladie, ils présentent néanmoins d’importants effets secondaires. |l devient donc tres

important de trouver de nouvelles cibles pour le traitement de cette pathologie.

Une des cibles pourrait étre SHP2, une protéine tyrosine phosphatase qui intervient dans
plusieurs voies de signalisation (MAPK, PI3K...) et joue de nombreux roles dans le
développement mais aussi dans le maintien de I’homéostasie. Une littérature abondante s’est
en effet accumulée, tirant notamment parti de modeles animaux d’invalidation tissu-
spécifique de son gene, montrant des roles divers, et parfois contradictoires de SHP2 dans le
métabolisme et la régulation de la sensibilité a linsuline. Bien que des études de
polymorphisme aient associé PTPN11, le géne codant SHP2, aux maladies métaboliques,
I'impact de SHP2 sur la sensibilité a I'insuline a I'échelle de I'organisme entier reste mal

compris, son invalidation systémique étant létale.

Afin de pallier ces limites nous avons développé une approche originale en utilisant comme
modele le Syndrome de Noonan (SN). En effet, cette maladie génétique est causée par des
mutations sur PTPN11 qui induisent une hyperactivation de SHP2, ce qui nous permet

d’étudier I'effet global de I’hyperactivation de SHP2 sur la sensibilité a I'insuline.

Grace a une cohorte de patients SN mutés sur PTPN11 et d’'un modele murin de la maladie
(souris Ptpn11P%16/* ou souris SN) nous mettons en évidence une adiposité réduite et une
intolérance au glucose a la fois chez les patients et dans le modele murin. Le phénotypage
métabolique des souris Ptpn11P2615/* montre par plusieurs approches (tests métaboliques,

signalisation insuline, clamp euglycémique hyperinsulinémique) que ces animaux sont
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résistants a I'insuline. Nous mettons également en évidence que les souris SN présentent une
inflammation caractérisée par la surexpression de marqueurs pro-inflammatoires, ainsi
qu’une augmentation de macrophages pro-inflammatoires dans les tissus métaboliques. Avec
des approches de transplantation de moelle osseuse et de traitement au clodronate pour
éliminer les macrophages, nous démontrons que l'inflammation, et en particulier celle médiée
par les macrophages, est la cause de I'intolérance au glucose chez les souris SN. D’un point de
vue mécanistique, nous montrons que I’hyperactivation de SHP2 induit une hypersensibilité
des macrophages in vitro et une polarisation M1. Une analyse RNAseq sur cellules isolées des
macrophages du foie révele une population spécifique dans la situation SN, exprimant un
pattern d’expression génique particulier, signature d’un état inflammatoire des macrophages
résidents et recrutés. Cet effet direct de I’hyperactivation de SHP2 sur le développement de
I'insulino résistance induite par I'inflammation de bas bruit nous a amené a évaluer son
implication dans un contexte plus vaste de DT2. De facon intéressante, un traitement par un
inhibiteur de SHP2 se traduit par une importante amélioration de I'intolérance au glucose ainsi
que de la glycémie a jeun d’animaux obeéses et diabétiques, un effet qui s’"accompagne d’une

réduction de leur profil inflammatoire.

Ainsi, ce travail de these a permis de mettre en évidence un phénotype métabolique associé
au SN a la fois chez les patients et les souris SN. De fagon intéressante, nos données suggerent
une dissociation entre linsulino-résistance induite par l'inflammation et [l'adiposité,
identifiant un lien direct entre I'hyperactivation de SHP2 et I'installation d’une inflammation
des tissus métaboliques. De plus, ce travail de these a mis en évidence un impact majeur de
I’hyperactivation de SHP2 dans I'activation des macrophages et pose la question de savoir si
le SN ne serait pas associé, de facon plus large, a une dysfonction du macrophage. Au-dela de
la maladie rare, ce travail a mis en évidence le potentiel thérapeutique de I'inhibition de SHP2

pour améliorer la sensibilité a I'insuline dans I'obésité ou le diabéete de type 2.
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Introduction

Partie 1 : De I’lhoméostasie glucidique a I'insulino-résistance

Le maintien des fonctions vitales de tout organisme vivant repose sur |'utilisation, et donc sur
la génération, de molécules a haut niveau énergétique, comme I’ATP. Ces molécules
fournissent I'énergie indispensable au bon fonctionnement d’enzymes intervenant dans des
processus aussi variés que les réactions chimiques du métabolisme, la biosynthese de
molécules, la locomotion, la division cellulaire, la motilité, le transport de molécules ou le
transfert d’information. Cette production d’énergie nécessite I'utilisation de substrats
énergétiques qui sont apportés par I'alimentation sous forme de glucides, de lipides et de
protéines, que l'organisme utilise directement via la mitochondrie ou stocke pour les
cataboliser pendant les périodes interprandiales, lors d’un exercice ou en cas de stress.
L'utilisation et le stockage de substrats énergétiques font intervenir plusieurs voies
biochimiques qui sont sous le contréle de multiples niveaux de régulation (hormones, influx
nerveux, etc.) afin de subvenir aux besoins énergétiques de I'organisme et ainsi maintenir son
homéostasie et son fonctionnement. Il n’est donc pas surprenant que toute dérégulation de
ces processus, et la perte d’homéostasie associée, ait des conséquences physiopathologiques
importantes, allant de maladies métaboliques, a des défaillances d’organes ou encore au

cancer.

Un exemple frappant de ces mécanismes de contrble est donné par la régulation de la
glycémie. En effet, le glucose est le substrat énergétique le plus utilisé dans des conditions
physiologiques du fait de sa disponibilité immédiate et de sa nécessité pour certains organes,
comme le cerveau, qui dépendent strictement du glucose. Ainsi, la glycémie doit étre
maintenue dans des limites strictes afin de ne pas nuire a l'intégrité de I'organisme et de
toujours subvenir a ces besoins énergétiques. Tout un ensemble de mécanismes, regroupés
sous le terme d’homéostasie glucidique, faisant intervenir différentes voies métaboliques,
dans différents tissus, et controlées par un jeu complexe de multiples boucles de régulation,
se coordonne pour maintenir cet équilibre. Cependant, dans certaines situations, cette
régulation de la glycémie devient défaillante et aboutit a plusieurs défauts qui peuvent donner

lieu a certaines pathologies comme le diabéte de type 2 (DT2). Nous détaillerons dans ce
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premier chapitre les mécanismes mis en jeu pour maintenir I’hnoméostasie glucidique, puis les

conséquences physiopathologiques de leurs dérégulations.
I. Homéostasie du glucose et désordres associés a sa dérégulation

1. Flux glucidiques

L’homéostasie glucidique est la résultante de différentes voies biochimiques permettant de
maintenir une glycémie entre 0,8 et 1,2 g/L. L'augmentation de la glycémie, événement
physiologique observé par exemple aprés un repas, est normalisée par I'action conjointe des
voies de stockage du glucose dans le foie, les muscles et les tissus adipeux blancs
(glycogénogéneése et lipogenése de novo), et des voies utilisatrices de glucose (la glycolyse et
la voie des pentoses phosphates), nécessitant au préalable le transport du glucose du
compartiment sanguin vers les cellules. A I'inverse, la chute de la glycémie est compensée par

les voies productrices de glucose (néoglucogéneése et glycogénolyse).

a. Transport du glucose

Le glucose étant une petite molécule hydrophile, il doit étre transporté activement a travers
la bicouche lipidique des membranes plasmiques. On distingue deux classes de transporteurs

du glucose :

- Les SGLTs (sodium glucose co-transporter) sont des co-transporteurs de glucose et de
sodium, permettant au glucose de rentrer dans les cellules selon un gradient de sodium. Ils
sont uniquement localisés au niveau de la membrane apicale des entérocytes et au niveau de

la membrane apicale du tubule proximal des néphrons.

- Les transporteurs GLUTSs (glucose transporter), a la différence des SGLTs, se retrouvent dans
tout I'organisme. Il existe plusieurs isoformes de GLUT qui different selon leur localisation
tissulaire, leur affinité pour le glucose ou leur régulation, parmi lesquels on retrouve : GLUT],

GLUT2, GLUT3, GLUT4 (Tableau 1).
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Tableau 1 : Description de quelques isoformes des GLUTs

Isoforme Distribution Particularité
GLUT1 Ubiquitaire « Uptake » de glucose basal
GLUT2 Foie, Rein, Cellules B pancréatiques Transporteur bi-directionnel
GLUT3 Neurones Forte affinité pour le glucose
GLUT4 Tissus adipeux, Muscles squelettiques, Coeur Sensible a I'insuline

GLUT4, transporteur de haute affinité pour le glucose que I'on retrouve au niveau des muscles
squelettiques et des tissus adipeux, a la particularité d’étre sensible a I'insuline, en ce sens
gue sa localisation cellulaire est controlée par I'insuline. En effet, a I'état basal, seul 5% du
pool de GLUT4 se situe a la membrane plasmique, le reste étant stocké dans des vésicules
intra-cytoplasmiques (Leto and Saltiel, 2012). Suite au signal insulinique, ces vésicules
fusionnent avec la membrane plasmique, exposant ainsi le transporteur au contact du milieu
extra-cellulaire et permettant une entrée massive de glucose dans la cellule. GLUT4 est un
composant essentiel dans la régulation du métabolisme glucidique puisqu’il a été montré que
sa délétion dans le muscle et les adipocytes entraine une hyperglycémie a jeun, ainsi qu’une

intolérance au glucose et une résistance a I'insuline (Kotani et al., 2004).

Dans le compartiment intracellulaire, le glucose est phosphorylé en glucose-6-phosphate par
une hexokinase (appelée glucokinase dans I’hépatocyte), afin de rejoindre les différentes

voies d’utilisation et de stockage.

b. Utilisation directe du glucose

Il existe deux voies d’utilisation du glucose, a savoir la glycolyse et la voie des pentoses
phosphate. La glycolyse est la voie d’oxydation du glucose et permet de produire directement
de I’énergie via des molécules d’ATP ou indirectement par l'intermédiaire d’équivalents
réduits (NADH, H*) qui donneront de nouvelles molécules d’ATP au niveau de la chaine
respiratoire  mitochondriale. Sous [l'action successive de différentes enzymes
(phosphofructokinase, pyruvate kinase), cette voie cytosolique ubiquitaire aboutit, a partir
d’une molécule de glucose, a deux molécules de pyruvate qui entrent dans le cycle de Krebs
afin de produire deux molécules d’ATP, ainsi que du glycérol-3-phosphate, nécessaire pour la

synthése d’acides gras (Figure 1).
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Figure 1 : Voie métabolique de la glycolyse

Le glucose entre dans la cellule, est converti en glucose-6-phosphate (G6P) et subit une série de
réactions aboutissant a la formation de pyruvate, qui entre dans le cycle de Krebs afin de produire de
I’énergie. Le G6P peut étre dérivé vers la voie des pentoses phosphate afin de former des coenzymes
réduits NADPH, H*, indispensables pour la biosynthése des acides gras ou encore du cholestérol, et du
ribose-5-phosphate, nécessaire a la synthése de nucléotides. En fonction des besoins énergétiques de
la cellule, le G6P est shunté vers la voie des pentoses phosphate au détriment de la glycolyse et vice
versa.

Dans cette voie, le glucose entre dans la cellule par I'intermédiaire de GLUT2 (ou par GLUT4
lors d’une stimulation par l'insuline au niveau des muscles et des tissus adipeux), et est
converti en glucose-6-phosphate (G6P) par I'intermédiaire de la glucokinase dans le foie, et
par une hexokinase dans les autres tissus. Il est a noter que plusieurs activateurs de la
glucokinase ont été développés et testés comme thérapies contre le diabéte de type 2, mais

leur principal effet secondaire est I’'hypoglycémie (pour revue, Rines et al., 2016).
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c. Stockage du glucose

Le stockage du glucose se fait a travers la glycogénogénése et la lipogenése de novo.

La glycogénogenese est une voie réalisée principalement au niveau du foie et des muscles

permettant de stocker le glucose sous forme de glycogéne apres un repas (Figure 2).

Figure 2 : Voie métabolique de la glycogénogénése et de la lipogénése de novo

Une fois entré dans la cellule, le glucose est transformé en UDP-glucose et lié a d’autres molécules de
glucose pour étre stocké sous forme de glycogéne ou intégre la voie de la glycolyse pour aboutir a la
formation de pyruvate. Le pyruvate entre dans le cycle de Krebs pour donner de I'acétyl-CoA qui est le
premier substrat de la lipogénése. CK : cycle de Krebs.

Le glycogene est constitué de plusieurs molécules de glucose liées entre elles en al-4 et de
ramification de glucose en al-6. Une enzyme trés importante dans cette voie est la GS
(Glycogen Synthase) qui permet I'ajout des unités de glucose par des liaisons al-4. Cette
enzyme est régulée par un systéme de phosphorylation/déphosphorylation sous contréle de

I'insuline.

Le stockage sous forme de glycogene a I'avantage d’étre rapidement mobilisable, via la
glycogénolyse, mais ses capacités sont limitées. C'est pourquoi il existe une autre forme de
stockage du glucose, la lipogenese de novo qui forme des acides gras a partir du glucose en

exces (Figure 2).
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Cette voie se réalise au niveau du foie et des tissus adipeux a partir du pyruvate produit par la
glycolyse. Le pyruvate entre dans le cycle de Krebs au niveau de la mitochondrie dans le but
de donner du citrate, premier substrat de la lipogénése. La lipogénése se déroule dans le
cytosol et entraine la formation d’acides gras a longues chaines constituant les triglycérides
intracellulaires. A noter que la régulation de cette voie se fait au niveau de I'entrée du glucose
dans la cellule, ainsi qu’au niveau de deux enzymes : ACC (Acetyl CoA Carboxylase) et FAS

(Fatty Acid Synthase).

d. Production du glucose

Durant la période interprandiale ou pendant des périodes de jelne, I'organisme doit
maintenir une glycémie constante malgré une absence d’ingestion de glucose. Pour cela, il
existe des voies de production de glucose a partir des réserves de glycogéne (glycogénolyse)

et a partir de substrats non glucidiques (néoglucogénése).

La glycogénolyse représente la dégradation du glycogene en glucose au niveau du foie et des
muscles pour donner du G6P. Cependant le devenir du G6P diverge entre ces deux tissus : au
niveau du foie, il est converti en glucose grace a la glucose-6-phosphatase et relargué, via
GLUT2, dans le compartiment sanguin afin de fournir du glucose aux autres tissus. Par contre,
au niveau du muscle, il entre directement dans la voie de la glycolyse afin de produire de

I’énergie (Figure 3).

Figure 3: Voie
métabolique de la
glycogénolyse.

Le glycogéne est clivé
pour  libérer les
molécules de glucose
qui seront utilisées au
niveau du muscle et
qui sortiront de la
cellule au niveau du
foie.
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La glucose-6-phosphatase est une enzyme tres importante de cette voie, car un déficit en
glucose-6-phosphatase provoque la maladie de von Gierke, une maladie rare qui est associée

avec une hypoglycémie et un retard de croissance (Sun et al., 2009).

Une autre enzyme trés importante dans cette voie est la Glycogen Phosphorylase, qui permet
de scinder les liaisons al-4 et de libérer les molécules de glucose. Cette voie cytosolique

permet une mobilisation rapide de glucose en cas de besoins énergétiques.

La néoglucogenese est une voie principalement hépatique qui se déclenche lors de périodes
de je(ine, quand les réserves de glycogéne sont réduites. Elle permet la production de glucose
a partir de substrats non glucidiques comme le lactate, certains acides aminés (en particulier
I’alanine) ou encore le glycérol. Dans cette voie, les substrats non glucidiques sont utilisés pour
former du pyruvate, qui integre le cycle de Krebs pour former de I’oxaloacétate. Sous I'action
de I'enzyme PEPCK (Phosphoenolpyruvate Carboxykinase), du phosphoénolpyruvate est
produit au niveau du cytosol et suit les réactions enzymatiques de la glycolyse, en sens inverse

(Figure 4).

Figure 4 : Voie métabolique de la néoglucogenése

Du pyruvate est formé a partir de substrats non glucidiques et entre dans le cycle de Krebs. De
I'oxaloacétate est alors formé, sort de la mitochondrie et est converti en phosphénolpyruvate par la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Ce composé subit les réactions inverses de la glycolyse
pour finalement former du glucose. 23



Le glucose sort alors de la cellule grace au transporteur bidirectionnel GLUT2. Dans cette voie,
la fructose-1,6-bisphosphatase est une enzyme importante, dont des inhibiteurs en thérapie
du diabéte de type 2 sont actuellement en essais cliniques (van Poelje et al., 2011; Rines et al.,

2016).
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Figure 5 : Schéma récapitulatif du métabolisme glucidique.

2. Hormones impliquées dans ces flux

Le bon fonctionnement des voies métaboliques maintenant I'homéostasie glucidique
nécessite plusieurs régulations qui se font au travers d’hormones classiquement réparties en
deux catégories : les hormones hyperglycémiantes, comme le glucagon et les hormones

hypoglycémiantes comme l'insuline.

a. Linsuline : une hormone hypoglycémiante

Biosyntheése et sécrétion d’insuline

Codée par le gene INS chez I’'Homme, et par les genes Ins1 et Ins2 chez le rat et la souris, située
sur le chromosome 11, l'insuline est produite dans la cellule B des flots de Langerhans

pancréatiques. Plusieurs facteurs de transcription, comme PDX-1 et MafA, interviennent dans
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la régulation de I'expression de I'insuline (Melloul et al., 1993; Olbrot et al., 2002). La liaison
de ces facteurs de transcription avec le promoteur du gene codant pour I'insuline est favorisée
par le glucose (Melloul et al., 1993 ; Zhao et al., 2005). De plus, I'importance du glucose dans
la synthese de l'insuline est telle gu’il intervient a toutes les étapes de sa synthése, allant de
la transcription du géne jusqu’au maintien de la stabilité des ARNm (Poitout et al., 2006).

Le géne de l'insuline code pour une chaine peptidique appelée préproinsuline possédant un
peptide signal qui est clivé au niveau du réticulum endoplasmique. La mise en place de ponts
disulfures et le clivage du peptide C par les prohormones convertases PC1/3 et PC2

permettent d’obtenir I'insuline mature avec une chaine a et une chaine B (Figure 6).

Figure 6 : Schéma de biosynthése de l'insuline

A partir de la préproinsuline, plusieurs clivages ont lieu pour donner la forme mature de l'insuline
ainsi que le peptide C.
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L'insuline mature est stockée dans des granules dont I’exocytose est dépendante du glucose,
sous le controle d’'un mécanisme appelé « glucose-sensing ». En effet, lorsque la glycémie
augmente, le glucose entre dans la cellule B par I'intermédiaire du transporteur GLUT2, puis
suit la voie de la glycolyse pour donner de 'ATP. L’ATP ainsi formé ferme le canal Katp,
entrainant une dépolarisation de la membrane permettant I'ouverture des canaux calciques
voltage-dépendant. Cela conduit a une entrée de calcium dans la cellule, qui provoque

I’exocytose des granules d’insuline (Figure 7).

Figure 7 : Glucose-sensing au niveau de la cellule beta du pancréas

Le glucose entre dans la cellule, réalise la glycolyse pour donner de I’ATP entrainant la fermeture du
canal KATP et une dépolarisation de membrane aboutissant a une entrée de calcium dans la cellule et
I’exocytose des granules d’insuline. CK : Cycle de Krebs

La sécrétion d’insuline est soumise a une régulation trés précise contrélée par divers processus
physiologiques, notamment la glycémie, mais aussi par certains acides aminés, acides gras ou
des hormones.

En effet, des études ont montré que bien que les acides aminés aient un faible pouvoir sur la
sécrétion d’insuline, une combinaison de glutamine et de leucine pouvait augmenter la
sécrétion d’insuline (Dixon, 2003). En effet, la leucine peut étre rapidement convertie en

acétyl-CoA et étre utilisée via le cycle de Krebs pour produire de I’ATP et ainsi fermer le canal
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Katp permettant la dépolarisation de la cellule B (Malaisse et al., 1980). Par ailleurs, la sécrétion
d’insuline peut également étre stimulée par des acides gras libres (Roduit et al., 2004). En
effet, I'oxydation des acides gras produit de I’ATP qui, comme nous I'avons vu précédemment
entraine la dépolarisation de la membrane de la cellule B et provoque I'exocytose des
vésicules d’insuline (pour revue, Nolan et al., 2006). De plus, les acides gras interviennent dans
les processus d’exocytose des granules d’insuline (Vijayakumar et al., 2017). Enfin, il existe des
hormones pouvant moduler la sécrétion d’insuline, c’est notamment le cas pour le GLP-1
(Glucagon Like Peptide 1), la leptine et ’hormone de croissance GH. Le GLP-1 est une hormone
incrétine sécrétée par les cellules L de I'intestin suite a un repas et a un réle stimulateur sur la
sécrétion d’insuline en fermant le canal Kare (Light et al., 2002). A l'inverse, il a été montré que
I’'hormone de croissance GH, par son effet stimulateur sur la production d’IGF-1 (Insulin-like
Growth factor 1) diminue la sécrétion d’insuline méme si le mécanisme impliqué est encore
discuté (Guler et al., 1989 ; Van Schravendijk et al., 1990 ; Fu et al., 2013). De méme, la leptine,
une hormone produite par le tissu adipeux, peut diminuer la sécrétion d’insuline, méme si le

mécanisme est encore peu compris (Fu et al., 2013).

Action de l'insuline

Libérée dans le compartiment sanguin, l'insuline agit sur ses tissus cibles par I'intermédiaire
de son récepteur qui fait partie de la superfamille des récepteurs a tyrosine kinase (RTKs). Ces
récepteurs ont la particularité d’avoir une partie intracellulaire, qui comporte une activité
enzymatique permettant de phosphoryler les tyrosines de substrats intracellulaires. En effet,
la liaison de linsuline a son récepteur rapproche les deux domaines tyrosine kinase
permettant la phosphorylation de différentes tyrosines du domaine intracellulaire et de
diverses protéines adaptatrices, créant des sites de liaison pour d’autres protéines
comportant des domaines d’interaction avec les phosphotyrosines. L'échafaudage de ces
complexes de signalisation au contact du récepteur initie différentes cascades de transduction
du signal parmi lesquelles la voie PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase) (Figure 8) et la voie MAPK
(RAS/Mitogen Activated Protein Kinase).

Une fois que ces voies de signalisation sont activées, le complexe ligand/récepteur est
internalisé. Pour cela, le complexe est séquestré dans des vésicules intracellulaires de
I'appareil endosomal, et des pompes a protons ATP-dépendantes acidifient I'intérieur des

endosomes dissociant ainsi le complexe ligand/récepteur. Alors que I'insuline est dégradée, le
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récepteur libre est dirigé soit vers le compartiment lysosomal pour y étre dégradé soit vers la
membrane plasmique pour permettre a un nouveau signal insulinique d’étre transmis. Dans
ce cas, 'acidification des endosomes est inhibée pour permettre le recyclage du récepteur a
la membrane plasmique. L'exposition des cellules a une forte mais breve concentration
d’insuline induit le recyclage alors que I’exposition prolongée a I'insuline induit la dégradation
du récepteur (Guglielmo et al., 1998), ceci permettant une premiére régulation du signal

insulinique.

e L’activation de la voie PI3K passe par la phosphorylation des protéines d’ancrage IRS,
et en particulier IRS-1 et IRS-2, qui, une fois phosphorylées, permettent de propager le signal
insulinique en recrutant d’autres composants de la voie via leur domaine SH2 (Src homology
2 domain).

Les phosphorylations de certaines tyrosines d’IRS-1, incluses dans des motifs YXXM,
permettent de recruter et d’activer les PI3K de classe la. Celles-ci sont composées d’une sous-
unité catalytique pl110 et d’une sous-unité régulatrice, p85 (qui inhibe la sous-unité
catalytique p110 a I'état basal), dont le domaine SH2 a une grande affinité pour les domaines
YXXM. L'interaction p85/IRS-1 induit I'activation de PI3K par un mécanisme complexe faisant
intervenir des interactions inter-moléculaires, la relocalisation a proximité des substrats
lipidiques et la phosphorylation de p85 qui perd alors sa fonction inactivatrice sur la sous-unité
p110. PI3K phosphoryle la position 3 du noyau inositol du PI4,5P; (phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate) pour donner du PIP; (phosphatidyinositol-,4,5-triphosphate). Ce véritable
second messager assure, via des interactions avec des domaines PH (pleckstrin homology), la
relocalisation et/ou l'activation de diverses protéines, comme les kinases PDK-1 (3-
phosphoinositide-dependant protein kinase 1) et AKT. La pleine activation d’AKT requiert sa
phosphorylation sur la thréonine3°® par PDK1 (Alessi et al., 1997), mais aussi sur sa sérine?’3
par mMTORC2 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 2) (Sarbassov et al., 2005). Une fois
activée, AKT phosphoryle plusieurs protéines, notamment AS160 (Akt Substrate 160 kDa
protein), dont la phosphorylation médie la translocation de GLUT4 a la membrane, favorisant
ainsi I'entrée de glucose dans la cellule (Guo, 2014). De plus, un autre substrat d’AKT est
GSK3p (Glycogen synthase kinase 3 beta), ce qui conduit a I'activation de la GS (Glycogen
Synthase) et ainsi a I'activation de la glycogénogénése (Figure 8). L'insuline agit également via

AKT au niveau des voies utilisatrices de glucose, comme la glycolyse, en induisant la synthése
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de I'hexokinase ou encore de la pyruvate kinase. Enfin, AKT phosphoryle le facteur de
transcription FOXO1, induisant une diminution de la transcription d’enzymes intervenant dans

la néoglucogeneése, ce qui aboutit a la diminution de la production hépatique de glucose.

Figure 8 : Action de linsuline via la voie PI3K et RAS/MAPK sur le métabolisme du glucose

En se liant a son récepteur, l'insuline active la voie PI3K, permettant I'entrée de glucose dans la cellule
via la translocation de GLUT4 a la membrane, et le stockage de glucose sous forme de glycogene via
I’activation de la Glycogen Synthase (GS). L'insuline active également la voie RAS/MAPK aboutissant a
I"activation des protéines ERK, et pouvant inhiber la voie PI3K par des phosphorylations inhibitrices sur
IRS-1.

Plusieurs études montrent que la délétion de certains composants ou linhibition
pharmacologique de cette voie induit une hyperglycémie associée a une diminution du
transport de glucose (Mauvais-Jarvis et al., 2002 ; Zhao et al., 2006 ; Ortega-Molina et al., 2015
; Lopez-Guadamillas et al., 2016 ; Hopkins et al., 2018). A I'inverse, I'hyperactivation de la voie,
par délétion de régulateurs négatifs (e.g. PTEN) résulte en une hypoglycémie (Stiles et al.,

2004; Kurlawalla-Martinez et al.,, 2005; Wijesekara et al., 2005). De plus, la diminution
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d’expression de la sous-unité p85 (en diminuant la quantité de p85 monomérique, favorisant
ainsi le recrutement de I'hétérodimere) améliore fortement la tolérance au glucose et la
sensibilité a I'insuline (Mauvais-Jarvis et al., 2002).

Ainsi, 'activation de la voie PI3K en réponse a l'insuline, en stimulant le transport de glucose
et les voies d’utilisation/stockage de glucose et en inhibant les mécanismes de production,

joue une part importante dans I'action hypoglycémiante de I'insuline.

e L’activation de la voie Ras/MAPK se réalise quant a elle a travers la protéine
adaptatrice GRB2 (Growth factor Receptor Bound protein 2), qui est recrutée par ses
domaines SH2 au niveau d’IRS-1/2 ou sur SHC, une autre protéine adaptatrice associée au
récepteur de I'insuline phosphorylée. Ceci permet le recrutement de SOS (Son of sevenless 1),
un facteur d’échange de nucléotides a guanine (GEF) nécessaire pour I'activation de Ras, la
protéine centrale de la voie MAPK. RAS est une petite protéine G a activité GTPase (Guanosine
Tri Phosphate hydrolase) ancrée au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique. RAS
oscille d’un état inactif lié au GDP a un état actif lié¢ au GTP dans lequel elle interagit avec ses
effecteurs. Ainsi, le recrutement de SOS permet le remplacement du GDP par du GTP sur Ras
entrainant son activation. A I'inverse, des protéines GTPase Activating Protein (GAP), comme
la neurofibromine 1 (NF1) et la p120-RASGAP, stimulent I'activité catalytique intrinseque de
Ras permettant son retour a la forme Ras-GDP inactive. Ras-GTP initie différentes voies de
signalisation, notamment la voie des MAPK via une cascade de phosphorylations de trois
kinases RAF-MEK-ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase 1 and 2) (Figure 8).

Le réle de la voie RAS/MAPK dans la signalisation insuline est complexe, mais il a cependant
été montré que ERK1/2 peut phosphoryler IRS-1 sur des résidus sérines spécifiques, inhibant
I’association IRS1/p85, et donc I'activation de la voie PI3K. Ainsi, ce mécanisme a été montré
comme pouvant diminuer I'action de l'insuline dans plusieurs tissus (De Fea and Roth, 1997 ;
Boucher et al., 2014). De plus, des souris délétées pour ERK1 spécifiquement dans le foie ont
une sensibilité a I'insuline augmentée et un traitement chronique avec un inhibiteur de MEK
(PD0325901) améliore la sensibilité a I'insuline chez des souris obéses et diabétiques (Banks

et al., 2015).
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b. Le glucagon : une hormone hyperglycémiante

Le glucagon est une hormone peptidique produite a partir du proglucagon. Le proglucagon est
présent dans plusieurs tissus (cerveau, pancréas, intestins) et suivant la prohormone
convertase considérée, son clivage produit plusieurs peptides. Au niveau des cellules a
pancréatiques, son clivage par la prohormone convertase 2 (PC2) forme le glucagon (Rouillé
et al.,, 1994). Hormone hyperglycémiante, le glucagon est sécrété dans des conditions
d’hypoglycémie, mais les mécanismes sont encore mal compris. En effet, s’il est bien connu
gue I'administration orale de glucose supprime la sécrétion de glucagon, I'augmentation de la
concentration de glucose dans des cellules a isolées stimule de facon surprenante la sécrétion
de glucagon (Le Marchand and Piston, 2010). La régulation de la sécrétion du glucagon se fait
également par certains acides aminés comme I’arginine (Eisenstein and Strack, 1978) et des
acides gras (Hong et al., 2007) en réponse a une stimulation adrénergique ou en réponse a
certains peptides stimulateurs, comme la ghréline, ou inhibiteurs, comme le GLP-1 ou

I'insuline (Gromada et al., 2007 ; Cooperberg and Cryer, 2010).

Le glucagon agit par I'intermédiaire d’un récepteur a sept domaines transmembranaires,
appelé glucagon receptor (GCGR), exprimé principalement au niveau du foie et des reins
(Figure 9). Le GCGR est couplé a une protéine Gs qui stimule I'adénylate cyclase ce qui produit
de 'AMPc aboutissant a I’activation de la protéine kinase A (PKA). Celle-ci phosphoryle la
phosphorylase kinase induisant I'activation de la glycogen phosphorylase, ce qui stimule la
glycogénolyse (Jiang and Zhang, 2003). La PKA phosphoryle également la protéine CREB (cCAMP
Response Element Binding) qui se lie au promoteur du gene codant pour PGC-1 et active sa
transcription (Herzig et al., 2001). PGC-1 est un co-activateur nécessaire a la transcription des
enzymes PEPCK et G-6-Pase permettant, avec FOX01, de stimuler la néoglucogénese (Yoon et

al., 2001).
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Figure 9 : Action du glucagon sur le métabolisme glucidique (adapté de Jiang et Zhang, 2003)

La liaison du glucagon a son récepteur active la protéine Gs aboutissant a I’activation de la PKA. Une
fois activée, la PKA active la transcription des enzymes impliquées dans la néoglucogénese, et active la
glycogénolyse.

3. Désordres du métabolisme glucidique

Comme nous l'avons vu précédemment, la régulation du métabolisme glucidique est
complexe et fait intervenir plusieurs facteurs comme les hormones, certains acides aminés ou
encore des acides gras. Tous ces éléments permettent de maintenir la glycémie stable au cours
du temps. Cependant, il existe de nombreuses causes pouvant altérer cette régulation et
provoquer plusieurs désordres comme des hypoglycémies (ce qui ne sera pas détaillé ici) mais

aussi des pathologies comme le syndrome métabolique ou encore le diabéte de type 2.

a. Syndrome métabolique

Le syndrome métabolique (SM) a d’abord été défini par Reaven en 1988 comme une
association de symptomes regroupant : une diminution du glucose uptake sous insuline, une

intolérance au glucose, une hyperinsulinémie, une augmentation des VLDL, une diminution
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du cholestérol HDL et une hypertension. Sa définition a ensuite été revue par |'Organisation
Mondiale de la Santé en 2001 pour y ajouter la présence d’une obésité viscérale. En 2005,
I'IDF (International Diabetes Federation) a redéfini le SM comme étant un ensemble de
conditions qui, une fois regroupées, augmentent le risque de maladies cardiovasculaires,
d’infarctus et de diabéte. Les critéres de diagnostic sont une obésité abdominale (tour de taille
>94 cm) combinée a deux des critéres suivants : triglycérides 2150 mg/dL ou cholestérol HDL
<40 mg/dL, pression sanguine >140/90 mmHg, glycémie a jeun 2100 mg/dL. Malgré les
différences de critéres de diagnostic suivant les définitions, tous s’accordent sur le fait que le
SM est caractérisé par une obésité et une résistance a I'insuline (Alberti et al., 2006). Le SM
représente un probléeme majeur de santé publique avec une prévalence de 25% d’adultes
atteints dans le monde (O’Neill and O’Driscoll, 2015), une mortalité cardiovasculaire six fois
plus élevée (Isomaa et al., 2001) et un risque cing fois plus élevé de développer un diabete

(Stern et al., 2004).

b. Diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 (DT2) est une maladie métabolique trés fréquente qui touchait 422
millions d’adultes dans le monde en 2014 avec une prévalence qui augmente dans toutes les
régions du monde (NCD Risk Factor Collaboration, 2016). Le DT2 est caractérisé par une
hyperglycémie, une hyperinsulinémie, une résistance a l'insuline et une défaillance de la

cellule béta (Ogihara and Mirmira, 2010) (Figure 10).

Figure 10 : Altération du métabolisme glucidique durant le diabéte de type 2

Evolution de la fonction de la cellule f, de la glycémie et de la sensibilité a I'insuline dans le temps
suivant I’état physiologique : tolérance au glucose normale, altérée et lors du diabéte (adaptée de
Ogihara and Mirmira, 2010)



Les principales complications du DT2 sont des complications cardiovasculaires qui touchent
les petits vaisseaux comme les rétinopathies diabétiques, les néphropathies diabétiques et les
neuropathies diabétiques mais aussi les plus gros vaisseaux et favorise la formation de plaques
d’athéromes ainsi que les arréts cardiaques. A la différence du diabéte de type 1 qui est une
maladie génétique auto-immune dirigée contre les cellules du pancréas, le DT2 est une
maladie complexe associant des causes génétiques et environnementales.

Les causes génétiques du DT2 sont illustrées par plusieurs aspects : d’une part, la prévalence
du DT2 varie considérablement selon les populations, passant de 2% chez les Caucasiens en
Europe a plus de 50% chez les Indiens Pima (Diamond, 2003). D’autre part, il est clairement
établi qu’il existe une prévalence familiale de cette maladie, ou le risque pour un enfant de
développer un DT2 est de 30 % si un de ses parents est diabétique et approche 70% si les deux
parents sont diabétiques. Enfin, un troisieme argument est le taux de concordance trés élevé
chez les jumeaux, qui est proche de 100% chez des jumeaux homozygotes (Diamond, 2003).
Le principal facteur environnemental est I'obésité qui, surtout lorsqu’elle est abdominale, est
le plus robuste facteur prédisposant au DT2 (Hu et al.,, 2001; Guh et al., 2009). Véritable
pandémie, l'obésité se manifeste a travers une détérioration de I'alimentation, une
diminution de I’activité physique et une augmentation de la sédentarité chez la majorité des
personnes depuis plusieurs années, se traduit par une augmentation de l'adiposité et
s’accompagne du développement du T2D chez un grand nombre de sujets. Or, il a été montré
gu’une réduction du poids est associée a un risque diminué de développer un diabete et que
chez des personnes diabétiques, une perte de poids est associée a une forte diminution des
risques cardiovasculaires (Wilding, 2014).

L'obésité peut également étre classée dans les causes génétiques car il est maintenant bien
établi qu’il existe des genes de prédisposition a I'obésité, le meilleur exemple étant le géne
MC4R, codant pour la protéine Melanocortin Receptor 4, qui est associé a une obésité sévere
(Faroogi et al., 2000).

Cependant, il existe une certaine interaction entre les facteurs génétiques et
environnementaux qui est illustrée par 'augmentation de la prévalence du DT2 dans certaines
populations suite a un changement dans leur style de vie. C’est notamment le cas des Indiens
Pimas en Arizona, qui pendant des milliers d’années ont connu des périodes de famines et de
grande sécheresse entrainant ainsi une sélection de genes favorisant le stockage de graisses.

Lorsque cette population s’est retrouvée dans une société de pléthore alimentaire, ces génes
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sont alors devenus pro obésogenes et le nombre de personnes atteintes de DT2 a alors
augmenté de facon exponentielle, pour arriver aujourd’hui a une prévalence de DT2 de 50%,
ce qui en fait la population avec la plus grande prévalence de DT2 (Diamond, 2003). Cet

exemple montre que les facteurs génétiques et environnementaux agissent en synergie.

La pathogénése du DT2 fait intervenir plusieurs mécanismes aboutissant a I’hyperglycémie
regroupés a ce jour sous le terme d’« ominous octet » (Figure 11). Il regroupe la résistance a
I'insuline dans les tissus périphériques, processus au cours duquel I'action hypoglycémiante
de l'insuline décroit, I'augmentation de la lipolyse des tissus adipeux, 'augmentation de la
réabsorption du glucose au niveau du rein, une dysfonction des neurotransmetteurs,
I'augmentation de la sécrétion de glucagon et la diminution de I'effet incrétine, aboutissant a
I’"hyperglycémie et au DT2 (DeFronzo, 2009).

Nous nous interesserons dans la partie suivante a 'insulino résistance, composante majeure

du DT2.

Figure 11 : Pathogénése du DT2 : « I'ominous octet »

Liste des causes retrouvées dans le DT2 provoquant une hyperglycémie (adapté de DeFronzo, 2009)
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Il. Résistance a l’insuline

L'insulino résistance, principale composante du DT2, est un processus complexe au cours
duquel I'efficacité de lI'insuline sur ses tissus cibles diminue, résultant en une diminution du
transport de glucose dans les tissus et en I'augmentation de la production hépatique de
glucose. Pour compenser cette diminution d’efficacité de [linsuline, la cellule beta
pancréatique augmente sa sécrétion d’insuline et tant que ce processus est opérationnel, la
régulation de la glycémie continue de se réaliser. On parlera alors d’intolérance au glucose
avec des patients qui sont normoglycémiques mais hyperinsulinémiques. Cependant, avec le
temps, la cellule beta perd de son efficacité et la sécrétion d’insuline diminue renforgant ainsi

la résistance a l'insuline et I’hyperglycémie (Piya et al., 2010).

La résistance a I'insuline dans les tissus périphériques, comme le foie, les tissus adipeux et les
muscles, a été caractérisée comme le triumvirat du DT2, et il est maintenant bien établi que
I'obésité est corrélée a I'insulino-résistance de ces trois tissus (DeFronzo, 1988).

Nous étudierons ici les conséquences et les causes de I'insulino-résistance ainsi que les cibles

thérapeutiques actuelles pour lutter contre cet état.

1. Diagnostic de I'insulino-résistance

Etant donné que I'insulino-résistance est la composante centrale du DT2, son diagnostic est
nécessaire, mais peut étre difficile a réaliser. Plusieurs méthodes ont été mises au point pour
évaluer une résistance a l'insuline avec des méthodes simples comme la mesure de la glycémie
et de linsulinémie, qui est la mesure de I’'hémoglobine glyquée. Des tests métaboliques
comme I’hyperglycémie provoquée par voie orale, le test de tolérance a l'insuline et le clamp
hyperinsulinémique-euglycémique sont également utilisés. Par ailleurs, il existe des indices de

résistance a l'insuline, comme ’'HOMA-IR ou encore I'indice de QUICKI.

a. Méthodes simples

Mesure de la glycémie : C'est la méthode la plus simple et la plus rapide pour évaluer la
présence d’un diabete. Selon 'OMS, une glycémie a jeun (apres un jeQine de 8h) est signe d’un
métabolisme glucidique normal lorsqu’elle est < 110 mg/dL, est signe d’un prédiabéte quand
elle est comprise entre 110-125 mg/dL, et caractérise un état diabétique lorsqu’elle est > 126

mg/dL. Cependant, le probléme majeur de ce test concerne la mise a jeun, qui selon
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I'adhérence et le temps de jeline va directement modifier la glycémie et peut conduire au
mauvais diagnostic. De plus, d’autres facteurs peuvent influencer la mesure de la glycémie
comme |'utilisation de sang complet ou de plasma ou encore I'dge (la glycémie augmente avec
I'age).

Mesure de l'insulinémie : La mesure de I'insulinémie se fait a jeun sur du plasma et se situe
aux alentours de 5 mU/L. Cette mesure, combinée avec celle de la glycémie, donne une
premiere indication de I’état du métabolisme glucidique du patient.

Mesure de I’lhémoglobine glyquée : La glycation est une modification post-transcriptionnelle
des protéines en présence de sucre. Cette réaction ne nécessite pas d’enzyme et le
pourcentage de protéines glyquées est fonction de la quantité de sucres présents.
L’'hémoglobine est une des protéines pouvant étre glyquée et sa forme principale est
I’'hémoglobine Alc (HbAlc) dont la concentration varie entre 4 et 6%. La demi-vie de
I’'hémoglobine glyquée est de 120 jours, et est donc un reflet de la glycémie sur une période
de 3 mois. Selon I'OMS, une HbAlc est normale si < 6% et est signe de diabete si > 6.5%
(DeFronzo et al., 2015). Cependant, certaines études nuancent |'utilisation de I’'HbAlc comme
méthodes de dépistage pour des personnes a risques et montrent une meilleure sensibilité de

dépistage pour I’'HGPO ou la glycémie a jeun (Cederberg et al., 2010; Lorenzo et al., 2010).

b. Tests métaboliques

Hyperglycémie provoquée par voie orale (HGPO) : Ce test consiste en I'ingestion d’un bolus
de glucose par voie orale (généralement 75g dans 300 mL d’eau chez I’humain) apres un jeline
et de suivre la glycémie au cours du temps. Suite a ce test, les patients pourront étre répartis
en trois catégories : normotolérants (si la glycémie a 2h est <140 mg/dL), intolérants au
glucose (si la glycémie a 2h est entre 140-199 mg/dL) ou diabétiques (glycémie a 2h >
200 mg/dL) (DeFronzo et al., 2015).

Test de tolérance a I'insuline : Ce test consiste en I'injection d’un bolus d’insuline et d’un suivi
de glycémie au cours du temps. Ce test est peu utilisé en raison du risque d’hypoglycémie
associée au bolus d’insuline. Pour éviter le risque d’hypoglycémie chez I’lhumain, le test se fait
sur les 15 premieres minutes apres injection.

Clamp hyperinsulinémique-euglycémique : Ce test est considéré comme la méthode de
référence pour évaluer la sensibilité a I'insuline. Il consiste en la perfusion veineuse d’insuline

a débit constant afin de provoquer une hyperinsulinémie stable, et en une perfusion veineuse
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de glucose a débit variable afin de maintenir la glycémie constante. En effet, suite a I'action
de l'insuline, le glucose entre dans les cellules et la production hépatique de glucose chute,
conduisant a une diminution de la glycémie. Ainsi, plus le débit de glucose est élevé, et plus la
sensibilité a I'insuline est bonne. Cependant, cette méthode est lourde a mettre en place en

clinique et n’est pas réalisable pour des études populationnelles.

c. Indice de résistance a l’insuline

HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment : Insulin Resistance) : Cette méthode de calcul a
été mise au point par Mattews et al.,, en 1985 et consiste a multiplier la glycémie par
I'insulinémie et de diviser le tout par une constante de 22,5 (qui représente le produit de
I'insulinémie (5 mU/L) et de la glycémie (4,5 mM) chez un patient sain a jeun). Cette méthode
a un bon taux de recouvrement avec le clamp hyperinsulinémique euglycémique (Matthews
et al., 1985) et est tres facile a mettre en place. Plus la valeur de ’'HOMA-IR est importante et
plus le patient sera résistant a l'insuline et I'on considére qu’un HOMA-IR >2 est signe
d’insulino-résistance.

QUICKI (Quantitative Insulin sensitivity Check Index) : Cette méthode a été mise au point par

Katz et al., 2000 et est définie par la formule suivante :

1
log(insulinémie a jeun) + log(glycémie a jeun)

Le principe de cette formule est le méme que celui de 'THOMA, mais intégre un logarithme
dans la formule, ce qui rend le QUICKI plus reproductible entre deux visites que 'THOMA
(Sarafidis et al., 2007). Néanmoins, ces deux indices sont utilisés en routine pour le diagnostic

des patients.

d. Adaptation de ces tests chez I’animal

L'ensemble de ces tests ont été adaptés chez I'animal afin d’étudier le métabolisme
glucidique.

Test de tolérance au glucose : comme chez I’humain, les animaux recoivent un bolus de
glucose généralement a une dose de 3g/kg et la glycémie est mesurée au cours du temps. Ce
test peut également se faire par injection intrapéritonéale pour s’affranchir de I'effet incrétine

(GLP-1 et GIP1, qui sont sécrétées par l'intestin suite a 'absorption intestinale de glucose) et
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ainsi mieux caractériser la réponse. L'injection de glucose peut également se faire par voie
veineuse, mais cette technique est peu utilisée.

Test de tolérance a I'insuline : le principe est le méme que chez ’humain mais le test se fait
sur une période plus longue, en général 120 minutes, afin d’évaluer la remontée de la
glycémie.

Clamp hyperinsulinémique-euglycémique : cette méthode est couplée avec I'utilisation de
glucose radiomarqué (comme le 2-déoxyglucose marqué au H*> ou au C'3) pour mesurer
I'incorporation du glucose dans les différents tissus (qui sont prélevés apres sacrifice) ou avec

du H3glucose afin d’évaluer la production hépatique de glucose.

2. Causes

La résistance a lI'insuline est multi-causale, et associe des composantes aussi bien génétiques
gu’environnementales. Parmi ces causes, nous nous intéresserons ici aux acteurs directs, c’est
a dire aux acteurs intrinseques de la voie de signalisation PI3K qui sont dérégulés dans

I'insulino-résistance, et aux acteurs systémiques et environnementaux.

a. Acteurs directs

Etant donné I'importance de la signalisation insuline dans le métabolisme glucidique, il existe
des mécanismes régulateurs induisant une inhibition de la signalisation insuline. Cette
inhibition peut venir de déphosphorylations de tyrosines activatrices de PI3K (comme la
protéine PTP1B), de phosphorylations inhibitrices (sérines/thréonines) ou encore de

déphosphorylations de substrats lipidiques (SHIP2, PTEN).

Inhibition de I’activation de PI3K : déphosphorylations et phosphorylations inhibitrices

e PTP1B est une protéine tyrosine phosphatase codée par le gene PTPN1 et se distribue
dans plusieurs tissus comme le foie, les muscles squelettiques ou encore les tissus adipeux.
Cette phosphatase est localisée a la surface du réticulum endoplasmique via son extrémité C-
terminale et il a été montré gu’elle peut déphosphoryler le récepteur a l'insuline entrainant
ainsi un arrét du signal insulinique (Elchebly, 1999). Les souris nourries en régime gras
présentent une augmentation de I'expression de PTP1B au niveau du foie, du muscle, des
tissus adipeux et de I’hypothalamus (Bettaieb et al., 2012; Nagata et al., 2012; Panzhinskiy et

al., 2013; Prada et al., 2013). De plus, les souris PTP1B KO présentent une amélioration de la
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sensibilité a I'insuline, avec une augmentation de la phosphorylation du récepteur a l'insuline
au niveau du foie et du muscle squelettique, et sont résistantes a I'obésité et a I'insulino-
résistance induite par un régime gras (Elchebly, 1999 ; (Klaman et al., 2000). De plus, plusieurs
groupes ont montré une association entre des polymorphismes de PTP1B et I'apparition du
syndrome métabolique chez ’lhumain (Bento et al., 2004). L’ensemble de ces données fait de

PTP1B une cible thérapeutique potentielle contre la résistance a I'insuline associée au DT2.

e Les Phosphorylations sérines/thréonines (S/T) inhibitrices sont des acteurs majeurs
dans la régulation de la voie PI3K. Ces phosphorylations sont classiquement décrites sur le
récepteur a I'insuline et sur ses substrats comme IRS-1 et IRS-2 (Copps and White, 2012). Les
phosphorylations S/T induisent des changements conformationnels pouvant éventuellement
empécher le recrutement de p85 sur les motifs YXXM (Nishi et al., 2014). Les phosphorylations
les mieux décrites se situent au niveau de IRS-1, ou I'on compte plus de 20 résidus phospho-
S/T dont les fonctions ont été caractérisées (Copps et White, 2012). Ces phosphorylations sont
la conséquence de l'intervention de protéine kinases (MAPK, JNK...) activées par plusieurs
composés comme des acides gras libres, des cytokines et méme par l'insuline dans des
situations de lipotoxicité ou encore d’inflammation (Gual et al., 2005) (voir le paragraphe
suivant : facteurs environnementaux et systémiques). Parmi les différents sites de
phosphorylation S/T, la plus étudiée concerne la Ser3®’ dont I'hyperphosphorylation est
fréquemment utilisée comme signature d’insulino-résistance. En effet, il a été montré que
cette phosphorylation est augmentée chez des souris obeses et diabétiques (Um et al., 2004).
Cependant, Copps et al ont montré en 2010, qu’un modeéle de souris dans lequel la Ser3%” était
remplacée par une alanine (et donc non phosphorylable) présentait une résistance a I'insuline
encore plus importante que les souris contrdles sous régime gras indiquant que la Ser3%’ est
nécessaire pour maintenir une signalisation insuline normale. Parmi les autres sites de
phosphorylation, on retrouve la Ser'®! dont la phosphorylation peut étre augmentée chez des
souris db/db sous activation de la S6K1 (Tremblay et al., 2007) ainsi que la phosphorylation de
la Ser®3® (Ser®32 chez la souris) qui est augmentée dans des myotubes de patients atteints de

DT2 sous activation des ERK (Bouzakri et al., 2003).
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Inhibition de I'action de PI3K : déphosphorylation de ses substrats lipidiques

e PTEN (Phosphatase and Tensin homolog) est une lipide phosphatase catalysant la
déphosphorylation de PIPs; en PI4,5P,. Le gene PTEN a d’abord été caractérisé comme étant
un puissant suppresseur de tumeurs et est I'un des génes les plus fréguemment mutés dans
les cancers humains (Li et al., 1997). Il a été rapporté que I'expression de PTEN est augmentée
dans un modeéle murin d’obésité et de diabéte (souris db/db) (Hu et al., 2007). Ainsi, plusieurs
groupes ont caractérisé I'effet sur la sensibilité a I'insuline d’'une suppression de PTEN et que
ce soit au niveau du foie, du tissu adipeux ou du muscle, cette délétion entraine une
amélioration de la sensibilité a I'insuline (Stiles et al., 2004 ; Kurlawalla-Martinez et al., 2005 ;
Wijesekara et al., 2005). De plus, bien que la suppression de PTEN au niveau du corps entier
soit |étale, les animaux avec une haploinsuffisance de PTEN montrent une amélioration de la
sensibilité a I'insuline ainsi que de la tolérance au glucose (Wong et al., 2007). Chez I’humain,
il a été montré que des individus avec une haploinsuffisance de PTEN (syndrome de Cowden)
sont plus sensibles a linsuline avec un risque diminué de DT2. Toutefois, de fagon

surprenante, cette meilleure sensibilité a I'insuline est associée a une obésité (Pal et al., 2012).

e SHIP2 (SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase 2) est une lipide phosphatase
ubiquitaire catalysant la déphosphorylation de PIP; en PI3,4P; avec possiblement un role dans
la signalisation insuline. En 2001, Clément et al. ont reporté que des souris délétées pour le
géne Inppl1 (codant pour la protéine SHIP2) présentaient une augmentation de la sensibilité
a linsuline, caractérisée par une sévere hypoglycémie néonatale associée a une mortalité
périnatale. lls se sont alors intéressés aux souris hétérozygotes pour cette mutation, qui
présentaient une amélioration de la tolérance au glucose associée a une amélioration de la
sensibilité a I'insuline, montrant alors le role inhibiteur de SHIP2 dans la signalisation insuline.
Cependant, les auteurs ont reporté en 2004 que leur construction induisait également la
suppression d’un exon du gene Phox2a entrainant une protéine PHOX2A non fonctionnelle
mettant ainsi un doute quant a I'effet de SHIP2 sur la sensibilité a l'insuline. En effet, le
développement de nouveaux modeles utilisant deux autres constructions révéele que, bien que
ces souris soient résistantes a I'obésité, dans les deux cas la délétion de SHIP2 n’a pas d’effet
sur la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline (Sleeman et al., 2005 ; Dubois et al.,
2012). Pourtant, des polymorphismes de SHIP2 sont retrouvés chez des patients avec un

syndrome métabolique ou un diabete de type 2 (Kaisaki et al., 2004; Kagawa et al., 2005).
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Ces différences d’effet pourraient peut-étre s’expliquer par une dynamique différentielle des
substrats lipidiques de PI3K selon les modéles utilisés. En effet, a la différence de PTEN qui
déphosphoryle le PIP3 en P14,5P,, SHIP2 le déphosphoryle en P13,4P,. Ainsi, le KO de SHIP2, s’il
augmente les taux de PIP3;, entraine également une diminution de P13,4P; qui a été montrée
pour favoriser la phosphorylation de AKT sur sa S*’3, ce qui pourrait contrecarrer les effets

directs de la chute des taux de PIP3 (Ma et al., 2008).

b. Facteurs environnementaux et systémiques

Un facteur trés important dans la mise en place de l'insulino-résistance est I’environnement,
ou une prise alimentaire augmentée et une diminution de I'activité physique entrainent une
surcharge pondérale aboutissant a une obésité. L'obésité est définie par 'OMS comme un
exces de masse grasse qui entraine des conséquences néfastes pour la santé. Cette obésité
est associée a plusieurs caractéristiques comme la lipotoxicité et une inflammation chronique

de bas bruit qui sont des causes trés importantes de résistance a l'insuline.

e Lalipotoxicité est une des caractéristiques du syndrome métabolique et se traduit par
une accumulation ectopique de lipides dans les tissus. En effet, le tissu adipeux a une capacité
d’expansibilité qui dépend des besoins de stockage. Cependant, une fois que la capacité de
stockage du tissu est atteinte, les lipides qui n’ont pas pu étre stockés se retrouvent dans la
circulation et finissent par étre stockés dans des tissus non adipeux, comme le foie, les muscles
ou encore le cceur. Cette augmentation d’acides gras devient délétére pour les tissus, et
provoque au niveau du foie une stéatose hépatique caractérisée par une augmentation de
dépots ectopiques provoquant inflammation et apoptose. La stéatose hépatique est la
premiére étape du NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) qui peut dériver en NASH (Non-
Alcoholic SteatoHepatitis) une fois I'inflammation installée. Cependant, I'obésité n’est pas la
seule cause de lipotoxicité, puisque la lipoatrophie (situation avec une absence de tissu
adipeux) entraine également des dépots ectopiques de lipides (Kim et al., 2000).

Plusieurs études ont montré que la stéatose hépatique pouvait étre a |'origine de I'insulino-
résistance hépatique. En effet, la concentration de DAG (Diacylglycérol) dans les gouttelettes
lipidiques est trés fortement corrélée avec l'insulino-résistance (Kumashiro et al.,, 2011;

Magkos et al., 2012). Mécanistiquement, il a été proposé que I'augmentation de DAG active
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I'isoforme ¢ de la protéine kinase C qui altere I'activation du récepteur a l'insuline (Samuel et
al., 2004, 2007).

Au niveau du muscle squelettique, I'exposition chronique a de fortes concentrations d’acides
gras saturés ou de DAG conduit a I'inhibition de la signalisation insuline a travers une inhibition
de IRS-1 via une diminution de phosphorylation tyrosine (Dresner et al., 1999 ; Virkamaki et

al., 2001 ; Szendroedi et al., 2014).

e L’inflammation est maintenant bien reconnue comme participant a la résistance a
I'insuline. Il a d’abord été montré que des patients avec une infection aiglie présentaient une
résistance a lI'insuline (Yki-JdRvinen et al., 1989), puis, dans les années 1990, Hotamisligil et al.
ont montré pour la premiéere fois le lien entre I'inflammation et la résistance a I'insuline. Dans
cette étude, les auteurs montraient que des modeéles animaux d’obésité et de diabéte
présentaient une augmentation de I'expression de ’ARNm de TNF-a, et que la neutralisation
de ce dernier améliorait le transport de glucose en réponse a l'insuline (Hotamisligil et al.,
1993). De plus, des souris avec une inactivation de TNF-a ou des récepteurs de TNF-a
montrent une amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline sous
régime gras (Uysal et al., 1997). Mécanistiguement, il a été montré que la stimulation de
cellules CHO au TNF-a induit la phosphorylation inhibitrice de la sérine 307 sur IRS-1 par
I'intermédiaire de JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Aguirre et al., 2000). De plus, le TNF-a et I'IL-
6 ont également été montrés pour stimuler I'expression des SOCS (Suppressor of Cytokine
Signaling) qui sont connus pour atténuer la capacité du récepteur a l'insuline de phosphoryler
ses substrats comme les IRS (Emanuelli et al., 2000 ; Ueki et al., 2004). Les protéines SOCS
peuvent également se lier aux protéines IRS et entrainer leur dégradation (Rui et al., 2002 ;
Shi et al., 2006).

Depuis, est apparu le terme de « metaflammation » défini comme une inflammation
chronique de bas bruit des cellules métaboliques en réponse a un exces de nutriments et
d’énergie (Gregor and Hotamisligil, 2011).

Dés lors, une multitude d’études ont vu le jour, impliquant le TNF-a mais aussi d’autres
cytokines et surtout, le role des macrophages et de cellules de I'immunité adaptative dans

I'insulino-résistance induite par I'inflammation.
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Les macrophages, acteurs clefs de I'insulino résistance

Il est largement établi que l'insulino-résistance s’accompagne d’un état pro-inflammatoire.
Au-dela de cette corrélation, de nombreuses études ont démontré le lien de cause a effet
entre I'augmentation de cytokines pro-inflammatoires et I'installation de I'insulino-résistance.
Les macrophages jouent un role central dans ce processus.

La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires se fait par I'intermédiaire de la signalisation NF-
kB qui est la voie majeure impliquée en réponse a l'inflammation. La voie est déclenchée par
activation des TLRs (Toll-Like Receptor) et des cytokines pro-inflammatoires comme TNFa et
IL-1 qui vont activer le complexe IKK (I«B kinase). IKK phosphoryle I'inhibiteur IkB, entrainant
son ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome, permettant ainsi au complexe
p50/p65 d’entrer dans le noyau et de réguler I'expression des génes pro-inflammatoires

(Figure 12).

Figure 12 : Schéma simplifié de
la voie canonique NF-kB en
réponse a I'inflammation

La liaison du ligand au récepteur
induit le recrutement des IKK
(IkB kinase) qui en
phosphorylant IkB permet la
translocation du  complexe
p50/p65 dans le noyau.

A noter qu’il existe une voie adaptative retrouvée dans I'immunité adaptative qui ne sera pas
détaillée ici.

Cette signalisation a été montrée comme participant a l'insulino-résistance, puisque des souris
délétées pour IKK (IkB Kinase, kinase indispensable a I'activation de la signalisation NF-kB)
dans les cellules myéloides présentent une meilleure sensibilité a I'insuline et sont protégées

contre l'insulino-résistance induite par un régime gras (Arkan et al., 2005).
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Les macrophages sont souvent classés en deux catégories, a savoir les macrophages de type
M1-like pro-inflammatoires et les macrophages de type M2-like anti-inflammatoires.
Cependant, cette classification est a modérer in vivo puisque les macrophages ne sont pas
seulement I'un ou I'autre, mais peuvent couvrir le spectre entier de pro-inflammatoires a anti-
inflammatoires (Sica and Mantovani, 2012; Murray et al., 2014).

Le recrutement de macrophages dans les tissus se fait a travers diverses molécules chemo-
attractantes comme par exemple MCP1 (Figure 13). En effet, il a été montré in vitro que le fait
de traiter des adipocytes avec du TNF ou des acides gras libres induit une libération de MCP1
qui augmente le recrutement de macrophages (Patsouris et al., 2009). De plus, la délétion de
CCR2 (C-C motif chemokine recpetor 2, récepteur de MCP1) protege contre I'inflammation et
I'insulino-résistance induite par I'obésité et entraine I'expression de géne de type M2 (Lumeng
et al.,, 2007). D’autres molécules ont également été caractérisées avec un effet chemo-
attractant. C'est le cas du leucotriene LTB4, qui est présent en quantité plus importante dans
le muscle, le foie et le tissu adipeux de souris obéses. Comme pour MCP1, la délétion du
récepteur LTB4R induit une diminution du recrutement de macrophages et améliore la

sensibilité a I'insuline (Li et al., 2015).

Les différentes populations de macrophages

e Les macrophages des tissus adipeux (MTA) s’accumulent pendant I'obésité pour
atteindre jusqu’a 40% des cellules immunitaires de la fraction stroma-vasculaire dans des
tissus adipeux de souris obéses (Lumeng et al., 2007). Ces MTA sont la source majeure de
cytokines pro-inflammatoires pouvant causer une insulino-résistance locale et systémique (Xu
et al.,, 2003). En effet, de nombreuses études montrent que chez des souris obeses, la
suppression des macrophages du tissu adipeux a I'aide de clodronate induit une diminution
importante de I'inflammation et une restauration de la sensibilité a I'insuline (Eguchi et al.,

2012; Lietal., 2015, 2016).
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Figure 13 : Régulation de la sensibilité a I'insuline par les macrophages du tissu adipeux.

Les monocytes s’infiltrent dans le tissu adipeux et se différencient en macrophages pro-inflammatoires
sécrétant des chemokines induisant le recrutement d’autres monocytes, et de cytokines altérant la
sensibilité a I'insuline (Lackey and Olefsky, 2016).

e Les macrophages du foie sont regroupés en deux catégories qui différent selon leur
fonction et leur origine embryologique : les macrophages hépatiques recrutés (MHR) et les
cellules de Kupffer (CK). Les CK sont des macrophages résidents qui dérivent du sac vitellin et
apparaissent dans le foie foetal durant 'embryogénese. Ces cellules ont la capacité de s’auto-
renouveler (Gomez Perdiguero et al., 2015). De facon intéressante, en situation d’obésité, le
nombre de CK reste inchangé mais leur état de polarisation varie, avec des CK M1-like, M2-
like ou avec une polarisation intermédiaire (Wang et al., 2014). Les MHR sont des
macrophages qui dérivent des monocytes (qui proviennent donc de la moelle osseuse) et ont
comme origine embryologique les cellules souches hématopoiétiques (Gomez Perdiguero et
al., 2015). A la différence des CK, les MHR sont augmentés dans I'obésité et sont hautement
pro-inflammatoires avec une sécrétion importante de TNF-a, IL-1B et IL-6 (Morinaga et al.,
2015). De plus, des expériences de co-cultures indiquent que le milieu conditionné de ces MRH

peut directement induire une insulino-résistance des hépatocytes (Morinaga et al., 2015).

e Les macrophages du muscle sont également augmentés dans I'obésité, polarisés vers
un état pro-inflammatoire (Fink et al., 2014) et paraissent méme étre un évenement précoce
dans l'installation de I'insulino-résistance (Boon et al., 2015). Ces macrophages sont localisés
a des sites spécifiques : il existe des dépots adipeux (triglycérides) entre les myocytes, appelés
tissu adipeux intermyocellulaire (TAIM). Comme dans le tissu adipeux, ces dép6ts adipeux
s’expandent avec I'obésité et accumulent des macrophages pro-inflammatoires (Khan et al.,
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2015). Ces macrophages sécretent les mémes cytokines que dans les autres tissus, comme le
TNF-a, IL-1B, IL-6, MCP1. Ces cytokines, et en particulier le TNF- a, ont été montrées pour
diminuer la sensibilité a I'insuline des myocytes (Austin et al., 2008). Cependant, les études
sur le muscle laissent perplexe quant au role de IL-6, une cytokine pro-inflammatoire
reconnue pour promouvoir la résistance a l'insuline dans le foie (Senn et al., 2002). En effet,
chez le rat, I'obésité est associée a une diminution de I'expression de IL-6 dans le muscle
squelettique, et des myocytes de patients obeses atteints de DT2 montrent une expression de

IL-6 plus basse que ceux de patients controles (Wu and Ballantyne, 2017).

Inflammation et communication inter-organe

La complexité de la relation entre inflammation et résistance a I'insuline est également due a
une communication inter-organes. En effet, en plus du lien entre inflammation et insulino-
résistance tissu-spécifique, plusieurs études montrent que la modulation de I'inflammation
dans un tissu donné, par le biais de modeles KO tissu-spécifique, améliore la sensibilité a
I'insuline dans d’autres tissus (Li et al., 2011). La communication inter-organes est médiée par
plusieurs facteurs provenant d’un tissu et voyageant a travers la circulation pour influencer
d’autres organes comme les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6) ou les molécules
chemo-attractantes (MCP1, LTB4). Récemment, d’autres molécules ont été étudiées, comme
la galectine-3, une lectine sécrétée par les macrophages et qui a été montré comme étant
augmentée en situation d’obésité chez la souris et I’humain (Li et al., 2016). Les auteurs ont
montré que I'augmentation de galectine-3 participe a I'insulino-résistance du foie, du muscle
squelettique ainsi que du tissu adipeux. Encore plus récemment, il a été découvert que les
macrophages du tissu adipeux peuvent sécréter des exosomes contenant des miARN qui
entrent dans la circulation pour aller agir sur d’autres tissus et moduler la sensibilité a
I'insuline (Thomou et al., 2017). Ainsi, de par la complexité de leur sécrétion, les macrophages

sont des acteurs clés de la résistance a I'insuline médiée par I'inflammation.

Cependant, les macrophages ne sont pas les seules cellules immunitaires impliquées dans la
résistance a l'insuline, puisque plusieurs études montrent I'implication des cellules de

I'immunité adaptative (pour une revue récente, voir McLaughlin et al., 2017).
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3. Conséquences de l'insulino-résistance

Etant donné I'importance des voies régulées par I'insuline, Iinsulino-résistance a un impact

trés important sur le métabolisme glucidique mais également sur le métabolisme lipidique.

a. Métabolisme glucidique

Nous avons vu précédemment que l'insuline est un régulateur important du métabolisme
glucidique. La résistance a l'insuline induit différentes dérégulations selon le tissu considéré,

I’ensemble aboutissant a I’"hyperglycémie.

Au niveau du foie, cette résistance empéche I'insuline de diminuer la production hépatique
de glucose principalement via la néoglucogenese. En effet, nous avons vu que l'insuline, en
activant la voie PI3K, entraine l'inhibition de la néoglucogenése via la phosphorylation
inhibitrice de FOXO1. Or en situation d’insulino-résistance, la voie PI3K étant moins activée, la
phosphorylation de FOXO1 est diminuée levant ainsi le frein de I'insuline sur la suppression
de la néoglucogenése (Dong et al.,, 2008). De plus, la résistance a l'insuline induit une

augmentation de la glycogénolyse hépatique (Boden et al., 2002).

Au niveau du muscle, la résistance a l'insuline a un effet double, car en plus de diminuer
I'entrée de glucose dans les cellules via GLUT4, elle entraine une diminution de stockage du

glucose via une diminution de la glycogénogéneése.

Au niveau du tissu adipeux, I'insulino-résistance diminue I'entrée de glucose dans la cellule

comme dans le muscle.

Ainsi, de par les effets de I'insuline sur les voies métaboliques du glucose, I'insulino-résistance

provoque une hyperglycémie.

b. Métabolisme lipidique

En plus de ces effets sur le métabolisme glucidique, I'insulino-résistance a un impact tres
important au niveau du métabolisme lipidique, entrainant une augmentation de la
concentration d‘acides gras libres dans le sang, ce qui favorise la lipotoxicité et dégrade,

comme nous le verrons plus loin, la sensibilité a I'insuline des tissus périphériques.

Cette augmentation de libération d’acides gras passe par une augmentation de la lipolyse dans
le tissu adipeux. Dans cette voie, I'adipocyte hydrolyse les triglycérides en acyl-CoA,
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impliquant plusieurs enzymes, dont la lipase hormono-sensible (LHS). La LHS est stimulée par
I'adrénaline, mais elle est également inhibée de facon indirecte par l'insuline. Lors de
I'insulino-résistance, I'insuline ne peut plus exercer son effet inhibiteur sur la LHS, entrainant

ainsi une augmentation de la libération d’acides gras (Girousse et al., 2013).

En plus de son role dans la lipolyse, I'insuline favorise la lipogenése de novo en activant le
facteur de transcription SREBP1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein 1c) qui stimule
I’expression de genes lipogéniques incluant FAS et ACC. Cependant, dans I'insulino-résistance,
I'insuline maintient son action stimulatrice sur SREBP1c par un mécanisme encore inconnu et
entraine une augmentation de |'expression de FAS et de ACC dans le foie aboutissant a une
augmentation de la lipogenése de novo et contribuant ainsi a la lipotoxicité (Pettinelli et al.,

2009) (Figure 14).

Figure 14 : Conséquence de I'insulino-résistance sur le métabolisme glucidique et lipidique
L’insulino-résistance entraine des altérations du métabolisme glucidique et lipidique au niveau du

foie, du muscle et du tissu adipeux.

4. Aspects thérapeutiques

Etant données les conséquences de I'insulino-résistance et son fort risque d’évolution en DT2,
il existe plusieurs thérapies qui ont été mises au point avec une efficacité plus ou moins
variable. L'obésité est fortement corrélée a l'insulino-résistance et la perte de poids est
associée a une amélioration de la sensibilité a I'insuline. Ainsi, les méthodes nutritionnelles et

comportementales permettant de limiter I'apport en énergie et d’augmenter I'activité ont
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largement fait leur preuve pour améliorer la sensibilité a l'insuline. Il existe également
plusieurs méthodes chirurgicales permettant la perte de poids comme notamment le bypass
gastrique. Ces chirurgies bariatriques peuvent étre soit une dérivation gastrique (Roux enY),
soit une dérivation bilio-pancréatique associant une restriction gastrique et une dérivation des
sécrétions de la bile et du pancréas favorisant une malabsorption. Cette derniere méthode est
la plus efficace en termes de perte de poids. Cependant, I'approche nutritionnelle n’est pas
totalement efficace et la chirurgie est une méthode tres invasive utilisée seulement pour les
cas extrémes d’obésité. De plus, plusieurs études montrent qu’apres une chirurgie bariatrique
les patients reprennent du poids sur le long terme (pour revue récente, voir Karmali et al.,

2013). C’est pourquoi, les cibles pharmacologiques sont nécessaires.

a. Cibles pharmacologiques

Il existe plusieurs agents pharmacologiques comme la metformin, qui est largement utilisée
comme traitement anti-diabétique mais également en prévention chez des personnes pré-
diabétiques (DeFronzo et al., 2015). Il existe également d’autres agents hérapeutiques comme
les thiazolidinediones, les inhibiteurs de sodium/glucose cotransporteur 2 (SGLT2), les
analogues du glucagon-like peptide 1 (GLP-1) ainsi que des inhibiteurs de la dipeptidyl
peptidase 4 (DPP4).

La metformin est un activateur de '’AMPK (AMP-activated protein kinase) qui, en supprimant
la production hépatique de glucose, réduit la glycémie a jeun et 'HbAlc. En effet, TAMPK
diminue la néoglucogéneése en inhibant plusieurs facteurs de transcription comme CREB qui
stimulent I'expression d’enzymes néoglucogéniques incluant la PEPCK et la G-6-Pase (Koo et
al., 2005). De plus, I’AMPK phosphoryle I'histone lla déacétylase I'excluant du noyau ce qui a
pour role de désactiver FOXO1 (Mihaylova et al., 2011). La metformin a été montrée pour
diminuer I’'HbAlc chez des patients atteints de DT2 (Ito et al., 2010). De plus, Knowler et al.
ont montré en 2002 que l'utilisation de la metformin chez des patients pré-diabétiques
diminue le risque d’apparition de DT2 et que ces patients présentent une diminution de la
glycémie a jeun et une diminution de I’'HbA1c (Knowler et al., 2002). Cependant, la metformin
présente des effets secondaires et en particulier des intolérances gastrointestinales (Florez et
al., 2010) associant douleur abdominale, flatulence et diarrhée, et a été montrée comme

augmentant le risque de déficience en vitamine B12 (de Jager et al., 2010).
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Les Thiazolidinediones (TZD) sont des agonistes de PPARy. La liaison des TZD a PPARy résulte
en une transactivation ou une transrépression des génes cibles de PPARy notamment une
diminution de I’expression de genes intervenant dans la voie NF-kB diminuant ainsi
I'inflammation. De plus, les TZD sont connus pour promouvoir l'uptake des acides gras et leur
stockage dans le tissu adipeux, empéchant leur accumulation dans d’autres organes comme
le foie et les muscles (Nanjan et al., 2018), et augmentent le glucose uptake au niveau des
muscles (Park et al., 1998). Les TZD sont actuellement le seul traitement permettant
d’augmenter la sensibilité a I'insuline, notamment chez des patients DT2 (Miyazaki et al.,
2002). De plus, les TZD jouent un réle protecteur au niveau de la cellule B permettant une
meilleure sécrétion d’insuline dans un modéle de pré-diabéte (Higa et al., 1999) mais
également chez les patients DT2 (Gastaldelli et al., 2007). Cependant, les TZD ont également
d’importants effets secondaires avec une sévérité plus ou moins élevée. Le traitement avec
les TZD est associé avec une augmentation du risque de fractures osseuses (Billington et al.,
2015), du risque d’arrét cardiaque (Hernandez et al., 2011) et de cancer, méme si les études
divergent sur ce sujet (Rizos et al., 2016). Etant donné I'importance des effets secondaires liés

aux TZD, leur autorisation de mise sur le marché est retirée en France depuis 2011.

Bien que ces deux traitements soient efficaces dans la prévention et le traitement du DT2, ils
présentent de nombreux effets secondaires ainsi que des contre-indications. C’est pourquoi il

y a nécessité de trouver d’autres cibles thérapeutiques.

b. Cibles futures

Comme nous l'avons vu précédemment, I'inflammation joue un réle majeur dans l'insulino-
résistance et représente une cible thérapeutique de choix. Plusieurs études ont testé I'effet
de composés anti-inflammatoires et en particulier des anticorps anti TNF-a.. Bien que
I’'administration d’anticorps anti- TNF-a. soit efficace chez la souris diabétique (Hotamisligil et
al., 1993), I'impact chez I’lhumain est plus discutable. En effet, plusieurs études ne montrent
pas d’amélioration de la sensibilité a l'insuline chez des patients avec un syndrome
métabolique traités par des anticorps anti- TNF-o. (Dominguez et al., 2005; Wascher et al.,

2011).

Ces études mettent le doigt sur le fait que le TNF-a. n’est pas la seule cytokine impliquée dans
I'insulino-résistance liée a I'inflammation et que d’autres cytokines, ou d’autres molécules
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pro-inflammatoires sont également impliquées. C'est pourquoi de nombreuses recherches
sont encore nécessaires pour comprendre les mécanismes précis impliqués dans la mise en

place de I'insulino-résistance et pour trouver des agents thérapeutiques plus spécifiques.

En conclusion, linsulino-résistance est un mécanisme multi-causal avec de grandes
répercutions sur le métabolisme glucidique et lipidique pouvant aboutir au DT2. Nous avons
vu que l'inflammation chronique de bas bruit participe fortement a I'insulino-résistance mais

le mécanisme déclenchant cette inflammation est encore inconnu.

Afin de diminuer le nombre de patients souffrant de DT2, plusieurs agents thérapeutiques ont
été développés avec des efficacités plus ou moins variables, et le traitement avec des

anticorps neutralisants ayant peu d’effet suggere qu’il faudrait identifier une cible en amont.
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Partie 2 : SHP2, une tyrosine phosphatase aux multiples facettes

SHP2 est une protéine ubiquitaire appartenant a la famille des tyrosine phosphatases et est
trés conservée a travers les espéces. Elle est décrite pour son role de régulation dans la
transduction du signal de plusieurs voies de signalisation en réponse a une grande variété
d’agonistes, et contrairement aux autres phosphatases, est connue pour avoir des effets
activateurs. Ces derniéres années, le réle crucial de SHP2 dans le développement a été mis en
évidence par le biais de plusieurs KO tissus spécifiques, qui ont également révélé son

implication dans régulation du métabolisme, notamment de la sensibilité a I'insuline.

Nous étudierons ici quelques généralités concernant sa structure, son activité et sa régulation,
puis décrirons ses roles au sein des voies de signalisation et dans différentes fonctions

biologiques.

I. Structure et activité

1. Généralités

SHP2 (Src Homology 2 domain-containing Phosphatase 2) est une protéine tyrosine
phosphatase ubiquitaire qui est codée par le gene PTPN11 (Protein Tyrosine Phosphatase Non
receptor 11) situé sur la région chromosomique 12q24. SHP2 fait partie de la superfamille des
PTP (Protein Tyrosine Phosphatase) qui est trés conservée a travers les especes. Les PTP
partagent en commun un motif signature C(X)sR situé au cceur de leur site catalytique
(Andersen et al., 2001). Les PTPs « classiques » contiennent un domaine catalytique d’environ
240 acides aminés qui leur confére une spécificité absolue pour I’hydrolyse/la
déphosphorylation des phosphotyrosines. SHP2 forme avec SHP1, d’expression restreinte a la
lignée hématopoiétique, la sous famille des PTPs classiques non transmembranaires a
domaines SH2 (Neel, 1993). SHP2 est une protéine cytoplasmique, mais certaines études
montrent qu’elle est également présente au niveau nucléaire (Chughtai et al., 2002; Jakob et
al., 2008) et peut étre transloquée au niveau de la mitochondrie (Salvi and Toninello, 2004;

Guo et al., 2017).
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2. Structure et activité catalytique

SHP2 est constituée de deux domaines SH2 (Src Homology region 2) au niveau N-terminal (N-

SH2 et C-SH2), d’un domaine catalytique PTP central et d’'une queue C-terminale (Figure 15.A).

Figure 15 : Structure de la protéine SHP2

(A) Organisation structurelle de SHP2 montrant ses domaines SH2, son domaine catalytique
PTP et ses résidus phosphotyrosines régulateurs. (B) Structure 3D de SHP2 montrant les
différents domaines et boucles impliqués dans I'activité de SHP2 et sa régulation (Tajan et al.,
2015).

Les domaines SH2 de SHP2 reconnaissent spécifiquement certains motifs contenant une
tyrosine phosphorylée, lui permettant d’interagir avec ses partenaires lorsqu’ils sont
phosphorylés. Ainsi, SHP2 peut interagir avec des récepteurs membranaires (RTKs, récepteurs

aux cytokines) et des protéines adaptatrices comme IRS ou Gab1.

Le domaine PTP est lui composé de quatre boucles: PTP, pTYR, WPD, Q (Figure 15.B) qui
forment la poche du site actif et jouent des roles spécifiques dans I'activité de SHP2. Dans la
boucle pTYR, on retrouve la tyrosine 279 (Y279) qui définit la profondeur de la poche
catalytique et contribue ainsi a la sélection de substrat. La boucle PTP porte le motif de
signature des PTP (C459 (X)s R465) qui contient les résidus clés pour la catalyse, en particulier
la cystéine. En effet, la mutation de cette cystéine annihile I’activité catalytique de I'enzyme,

et son état d’oxydo-réduction représente un mécanisme important de régulation (voir ci-
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dessous). La boucle WPD porte un aspartate en position 425 (N425) qui joue un réle de
catalyseur en apportant un proton nécessaire a la libération du substrat du site catalytique.
La boucle Q contient une glutamine en position 506 (Q506) qui est nécessaire pour la

régénération de I'enzyme.

Le role de SHP2 est de déphosphoryler des substrats, et le mécanisme de catalyse se fait en
deux étapes: la déphosphorylation du résidu tyrosine et la régénération de I'enzyme. La
déphosphorylation du résidu tyrosine commence par |'attague nucléophile par la cystéine
C459 provoquant un changement conformationnel de I’'enzyme et positionnant la boucle WPD
au niveau de la tyrosine phosphorylée. L’arginine 465 du motif PTP stabilise le complexe
enzyme-substrat puis le groupement phosphoryl est transféré sur la C459. La régénération de
I'enzyme fait intervenir la Q506 et la N425 et permettent la libération du phosphate
inorganique et le retour de I'enzyme a son état basal (Barford and Neel, 1998; Denu and Dixon,

1998).

La queue C-terminale porte des sites de phosphorylations sérine et tyrosine ainsi qu’un
domaine riche en proline. On y retrouve deux résidus tyrosines (Y542 et Y580) qui peuvent
étre phosphorylés en réponse a certains facteurs de croissance comme le PDGF ou le FGF,
créant ainsi des sites de liaison pour des protéines adaptatrices comme GRB2 (Araki et al.,

2003).

3. Régulation de I'activité

La résolution de la structure cristallographique de SHP2 accompagnée de validations
biochimiques ont permis d’élucider le mode d’activation de SHP2 (Barford and Neel, 1998; Hof
et al., 1998). A I’état basal, le domaine N-SH2 interagit avec le domaine PTP et s’insére dans la
poche catalytique empéchant ainsi I'accés des substrats au site catalytique. Cette interaction
maintient la protéine en conformation fermée, dans un état auto-inhibée. La stimulation par
des facteurs de croissance ou des hormones permet le recrutement de SHP2 au niveau de
protéines adaptatrices via ses domaines N-SH2 et C-SH2. Cette liaison entraine un
changement conformationnel de la protéine aboutissant a la rupture de la liaison entre le
domaine N-SH2 et le domaine PTP libérant ainsi le site catalytique. La phosphatase est alors
en conformation ouverte et peut accueillir ses substrats au niveau de son site catalytique et

exercer son activité phosphatase sur les résidus phosphotyrosines (Figure 16).

55



Figure 16 : Représentation schématique de I'activation de SHP2

Suite a l'interaction des domaines N-SH2 et C-SH2 avec un activateur phosphorylé sur tyrosines, la
protéine s’ouvre, devient active et réalise son activité catalytique en déphosphorylant son substrat.

Ce «switch » de conformation permet |'activation de SHP2 uniquement lorsqu’elle est
recrutée au niveau de protéines adaptatrices. Ainsi a I’état basal, I'activité de SHP2 est tres

faible, et suite a son activation, son activité augmente d’un facteur 10 (Lechleider et al., 1993).

En plus de son activation par recrutement, plusieurs études font état de la régulation de
I'activité de SHP2 par phosphorylation des résidus tyrosines Y542 et Y580 au niveau de la
gueue C-terminale (Lu et al.,, 2001; Araki et al., 2003). En effet, le remplacement de ces
tyrosines par des phenylalanines stimule I'activité catalytique de SHP2 sous certains facteurs
de croissance (Araki et al., 2003). De plus, il a été proposé que le recrutement de GRB2 sur ces
tyrosines pouvait moduler leur interaction avec les domaines SH2 de SHP2 (Sun et al., 2013).

Cependant, le réle de ces phosphorylations sur I'activité de SHP2 est encore mal compris.

Il a également été décrit des mécanismes inhibiteurs notamment via les ROS (Reactives
Oxygen Species) qui oxydent de facon réversible la cystéine catalytique contenue dans le motif
phosphatase (Jang et al., 2014). De plus, SHP2 possede sur sa queue C-terminale des résidus
sérines et thréonines qui, une fois phosphorylés en réponse a I'EGF (Epidermal Growth

Factor), entrainent une inhibition catalytique de la phosphatase (Peraldi et al., 1994).
Il. Role dans la signalisation cellulaire

SHP2 est recrutée en réponse a de nombreuses hormones, cytokines ou facteurs de croissance
et a été montrée pour étre impliquée dans plusieurs voies de signalisation faisant intervenir

des événements de phosphorylation sur tyrosine, comme les voies RAS/MAPK, PI3K/AKT ou
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JAK/STAT (Noguchi et al., 1994 ; You et al., 1999 ; Zhang et al., 2002 ; Chen et al., 2003 ; Neel
et al., 2003 ; Edouard et al., 2010). A la différence des PTPs classiques qui sont généralement

vues comme des régulateurs négatifs du signal, SHP2 a plutot une fonction positive.

1. Role de SHP2 dans la voie MAPK

La fonction la mieux établie de SHP2 est de promouvoir la voie RAS/MAPK en réponse a de
nombreux agonistes. En effet, en aval de plusieurs RTK, SHP2 est nécessaire pour maintenir
I’activation des MAPK et, dans certains cas, leur activation est méme inexistante en I'absence
de SHP2 (Noguchi et al., 1994; Neel et al., 2003; Dance et al., 2008). Le ré6le de SHP2 dans
I'activation des MAPK est si important que des mutations activatrices de SHP2 induisent une

hyperactivation de la voie RAS/MAPK et sont a I'origine de maladies humaines (voir Partie Ill).

Cependant, les mécanismes sous-jacents a cette activation sont encore mal compris et

plusieurs hypotheses ont été émises.

La premiere hypothése émise est que SHP2 serait, via ses résidus Y542 et Y580 phosphorylés,
une protéine adaptatrice pour le complexe GRB2/SOS permettant son recrutement en
réponse a plusieurs agonistes, en particulier le PDGF (Bennett et al., 1994; Vogel and Ullrich,
1996). Ainsi, le recrutement de SHP2 au récepteur du PDGF permettrait celui du complexe
GRB2/S0S induisant ainsi 'activation de RAS. Cependant, cette hypothése est controversée
puisque SHP2 n’est pas phosphorylée en réponse a I'EGF ou I'lGF1, et suggéere ainsi que I'effet
promoteur de SHP2 sur la voie RAS/MAPK soit peut-étre indépendant de sa fonction

adaptatrice (Araki et al., 2003).

D’autres hypotheses ont été émises et impliquent I'activité catalytique de SHP2 dans la
régulation de la voie RAS/MAPK. En effet, plusieurs études montrent que I'expression de
mutants catalytiquement inactifs de SHP2 supprime |'effet promoteur de la phosphatase sur
la voie RAS/MAPK induit par plusieurs facteurs de croissances et cytokines (Noguchi et al.,
1994 ; Deb et al., 1998 ; Maroun et al., 2000) (Figure 17). Ainsi, plusieurs protéines ont été

impliquées dans cette régulation, notamment :

e SPROUTY : cette protéine est bien connue pour inhiber la voie RAS/MAPK en réponse
a plusieurs facteurs de croissance (Masoumi-Moghaddam et al., 2014). Ainsi, en réponse a

divers facteurs de croissance, la phosphorylation de SPROUTY entrainerait sa liaison a GRB2,
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empéchant ainsi l'interaction du complexe GRB2/SOS nécessaire a l’activation de RAS
(Hanafusa et al., 2002). De facon intéressante, SHP2 a été montrée pour déphosphoryler
SPROUTY a la fois in vitro et in vivo entrainant ainsi la levée d’inhibition de SPROUTY sur

I'interaction entre GRB2 et SOS et sur 'activation des MAPK (Hanafusa et al., 2004).

e RASGAP : RAS est négativement régulée par des GAPs dont fait partie p120-RASGAP. Il
a été montré que SHP2 favorisait I'activation de RAS en déphosphorylant les sites de
recrutement de RASGAP au niveau du récepteur a I'EGF excluant ainsi RASGAP du complexe
de signalisation (Cleghon et al., 1998; Agazie and Hayman, 2003). De plus, il a également été
montré que SHP2 déphosphoryle les sites de recrutement de RASGAP au niveau de la protéine
adaptatrice GAB1 (GRB2-associated biender-1) en réponse a I'EGF ou a I'hormone de
croissance (Montagner et al., 2005; Bard-Chapeau et al., 2006; Serra-Nedelec et al., 2012).
Ainsi, que ce soit par lI'intermédiaire d’un récepteur ou de protéines adaptatrices, SHP2
stimule I'activation de RAS en excluant la protéine inhibitrice RASGAP du complexe de
signalisation.

e RAS: des travaux récents ont identifiés que RAS elle-méme pouvait étre phosphorylée
sur sa tyrosine Y32 par les kinases SRC, et que cette phosphorylation favorise son interaction
avec RASGAP, promouvant ainsi son retour a I’état GDP lié, et empéche son interaction avec
RAF. Or cette étude montre également que SHP2 déphosphoryle spécifiquement ce résidu,
maintenant ainsi RAS dans son état activé et permettant son action activatrice sur RAF (Bunda

et al., 2015)

e SRC kinases : ces protéines cytosoliques sont impliquées dans la signalisation de
nombreux RTKs pouvant réguler la voie RAS/MAPK (Bromann et al., 2004; Kim et al., 2009).
SHP2 pourrait agir en amont des SRC pour promouvoir |'activation des MAPK (Yang et al.,
2006). Plusieurs mécanismes ont été proposés pour savoir comment SHP2 active SRC. En effet,
SRC est inhibée par phosphorylation sur sa tyrosine 527 par la kinase CSK (C-terminal SRC
Kinase), qui est elle-méme recrutée via les protéines adaptatrices Paxilline et Cop/PAG. Il a été
montré qu’en réponse a I'EGF, le recrutement de SHP2 sur GAB1 conduit a la
déphosphorylation de la Paxilline sur ces sites de recrutement pour CSK, qui est alors exclue
du complexe de signalisation et leve son effet inhibiteur sur SRC. Ainsi, SRC reste activée et
continue de promouvoir I'activation de RAS/MAPK (Ren et al., 2004). Un autre mécanisme

proposé est que SHP2 induise une déphosphorylation de Cbp/PAG diminuant I'accés de CSK
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au complexe de signalisation et donc a SRC. De maniere générale, SHP2 favoriserait donc
I'activation de SRC en déphosphorylant les sites de recrutement de son inhibiteur CSK (Zhang

et al., 2004).

Figure 17 : Réle de SHP2 dans la voie RAS/MAPK

SHP2 active la voie RAS/MAPK en déphosphorylant des inhibiteurs de la voie comme SPROUTY, P120-
RASGAP, CSK.

2. Role de SHP2 dans la voie PI3K

SHP2 régule I'activation de la voie PI3K mais son r6le est encore mal compris et a l'air
dépendant de I'agoniste utilisé. En effet, il a été montré que dans un méme type cellulaire,
SHP2 inhibe I'activation d’AKT en réponse a I'EGF alors qu’elle stimule son activation en
réponse au PDGF ou a I'lGF-1 (Zhang et al., 2002). D’un point de vue mécanistique, |'effet de
SHP2 sur I'activation d’AKT en réponse a I'EGF serait d( aux déphosphorylations des sites de
recrutement de la sous-unité p85 sur la protéine adaptatrice GAB1 diminuant le recrutement

de la PI3K (Zhang et al., 2002 ; Edouard et al., 2010).

En réponse a l'insuline, plusieurs études montrent que SHP2 s’associe au récepteur de

I'insuline (Rocchi et al., 1996) mais également au niveau de protéines adaptatrices comme IRS-
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1 (Case et al., 1994; Myers et al., 1998). IRS-1 possede des résidus tyrosines (1172 et 1222)
pouvant servir de point d’ancrage a SHP2 via ses domaines SH2 (Case et al., 1994). Cette
association a également été montrée in vivo (Lima et al., 2002)Cependant, I'effet de SHP2 sur
la voie PI3K est encore controversé. En effet, certains auteurs émettent I’hypothese que SHP2
améliore la signalisation PI3K/AKT sous insuline (Ugi et al., 1996). Dans cette étude,
I’expression d’un mutant de SHP2 délété de son domaine phosphatase, dans des fibroblastes
de rat surexprimant le récepteur humain de linsuline, diminue I'activité de la PI3K sous
stimulation par l'insuline. Cet effet est corrélé a une diminution de la phosphorylation de IRS-
1 suggérant que SHP2 potentialise par un mécanisme indirect la phosphorylation de IRS-1 et
exerce un effet stimulateur sur I'activation de PI3K. Cependant d’autres auteurs attribuent a
SHP2 un réle négatif dans la voie PI3K/AKT. En effet, I’expression d’une forme mutée de IRS-1
sur les sites d’ancrage de SHP2 (avec deux résidus phénylalanines a la place de résidus
tyrosines) empéche le recrutement de SHP2 sur |IRS-1, induisant ainsi une
hyperphosphorylation globale de IRS-1 et une activation augmentée de PI3K dans des cellules
32D (Myers et al.,, 1998). Ceci suggere que SHP2 est recrutée au niveau de IRS-1 et
déphosphoryle certains résidus tyrosines empéchant le recrutement de la PI3K et son
activation. De plus, dans des 3T3-L1, la surexpression d’'un mutant de SHP2 catalytiquement
inactif augmente la phosphorylation de IRS-1 et le recrutement de la PI3K sous stimulation par
I'insuline, alors que la surexpression d’'une forme sauvage de SHP2 a |'effet inverse (Ouwens

et al., 2001).

3. Role de SHP2 dans la voie JAK/STAT

De nombreuses études font état d’un lien entre SHP2 et la voie JAK/STAT. En effet, il a été
montré que SHP2 régule négativement la voie JAK/STAT1 sous stimulation par de I'IFNy ou
IFNa dans des fibroblastes murins (You et al., 1999). Plus spécifiquement, la phosphorylation
Y701 de STAT1 est prolongée dans des cellules délétées de SHP2 sous stimulation par de I'lFNy
(Wuetal., 2002). Un mutant catalytiquement actif de SHP2 a été montré pour déphosphoryler
STAT3 au niveau de la tyrosine 705 sous stimulation par I'EGF ou le GM-CSF (Zhang et al.,
2009). De plus, le KO neuronal de SHP2 provoque une hyperactivation de la voie JAK2/STAT3
(Zhangetal., 2004). STATS a également été identifiée comme un substrat direct de SHP2 (Chen
et al., 2003).
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4. Fonctions sans signalisation

SHP2 a été localisée dans le noyau (Tsutsumi et al., 2013) ainsi que dans la mitochondrie, et
de récentes études montrent que l'expression de mutants de SHP2 catalytiquement
hyperactifs induit une augmentation de la respiration mitochondriale et une surproduction de
ROS (Salvi and Toninello, 2004). Ainsi, SHP2 pourrait déclencher une activité de découplage
de la chaine respiratoire mitochondriale et/ou altérer I'activité de la pompe a proton au niveau
des complexes OxPhos. En effet, Zheng et al., ont montré que I’expression de mutants de SHP2
hyperactifs réduisent le ratio ADP:0; associé a la diminution de potentiel de membrane.
Cependant, le réle précis de SHP2 sur la production d’ATP et sur I'expression et I'activité
d’enzymes mitochondriales n’est pas encore établi (Xu et al., 2003; Lee et al., 2010; Zheng et
al., 2013). Il a également été rapporté que SHP2 pouvait déclencher la fusion mitochondriale
ce qui pourrait également promouvoir le métabolisme énergétique des mitochondries (Duarte

et al., 2012).

lll. Implication de SHP2 dans le développement

Il est connu depuis de nombreuses années que SHP2 a un rdéle indispensable dans la
prolifération, sa perte de fonction ayant un impact majeur dans de multiples lignées
cellulaires. En cons équence, que ce soit chez la drosophile, chez Caenorhabditis elegans ou
chez le Xénope, SHP2 est requise pour le développement de I'organisme (Perkins et al., 1992;
Tang et al., 1995; Gutch et al., 1998). Comme nous allons le voir, le role clé de SHP2 dans le

développement est aussi présent chez la souris.

1. Invalidation totale

A la fin des années 90, une premiére souris délétée de I'exon 3 codant pour le domaine N-
terminal de SHP2 et aboutissant a une forme tronquée de la protéine a été générée (Saxton
et al.,, 1997). Cette délétion a révélé un role fondamental de SHP2 en période prénatale,
puisque les auteurs ont montré que les souris knock out ne sont pas viables en raison d’une
|étalité in utero au stade de la gastrulation. Plus tard, une autre construction a été générée
dans laquelle les auteurs ont supprimé I'exon 2 de SHP2, induisant une perte quasi totale de
I’expression de SHP2, et ont découvert que cette délétion entraine une létalité encore plus

précoce que la délétion de I'exon 3 (Yang et al., 2006). Cette |étalité est associée a une
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apoptose rapide des cellules trophoblastiques et a une incapacité a produire les cellules
souches trophoblastiques. A I'appui de cette observation, SHP2 a été montrée comme étant
nécessaire dans le processus de différenciation de cellules souches murines mais également
humaines. En effet, la délétion de SHP2 dans des lignées murines ou son knockdown par des
siARN dans des lignées humaines inhibe la différenciation des cellules souches vers les trois
feuillets embryonnaires, expliquant ainsi I'impact de I'invalidation de SHP2 dés les premiers

stades de développement (Wu et al., 2009)

Etant donnée I'implication de SHP2 dans le développement, un modéle murin inductible de
délétion de SHP2 a été généré (Bauler et al.,, 2011). Cependant, méme a I’'dge adulte,
I'invalidation systémique de SHP2 induit 90% de létalité huit semaines apres I'induction ainsi

gue de nombreuses atteintes squelettiques et une hématopoiése altérée.

2. Implication dans I'auto-renouveélement

Les cellules souches sont des cellules qui, en se différenciant, donnent plusieurs types
cellulaires, mais ont également la capacité de s’auto-renouveler. SHP2 a été montrée pour
avoir unrole clé dans les processus de différenciation et d’auto-renouvelement. En effet, SHP2
est connue pour jouer un réle important dans I'auto-renouveélement et la différenciation des
cellules souches embryonnaires (CSEs). Il a été montré que dans des souris déficientes pour
SHP2, leur capacité de différenciation était limitée (Saxton and Pawson, 1999). De plus, la
délétion de SHP2 dans des CSEs augmente leur capacité d’auto-renouvélement en présence
de LIF (Leukemia Inhibitory Factor), suggérant un role inhibiteur de SHP2 dans l'auto-

renouvelement des CSHs (Chan et al., 2006).

L'implication de SHP2 dans I'auto-renouvelement et la différenciation se retrouve également
au niveau des cellules souches hématopoiétiques (CSHs). En effet, une premiére étude a
démontré qu’une délétion ciblée de 65 acides aminés dans le domaine N-SH2 de SHP2 altére
le développement des progéniteurs érythroides et myéloides aussi bien dans le foie feetal que
dans la moelle osseuse de souris chiméres (Qu et al., 1997; Qu et al., 1998). De plus, il a été
montré que des souris avec une haplo insuffisance de SHP2 présentent une diminution de la
repopulation des CSHs aprés irradiation, et que cette diminution est due a un auto-
renouveélement réduit (Chan et al., 2006). En outre, la délétion de SHP2 dans les CSHs induit

une perte rapide de ces cellules et des progéniteurs immatures de tous les lignages
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hématopoiétiques par apoptose (Chan et al., 2011). Ainsi, SHP2 est importante pour

I’'hématopoiese avec des roles dans la différenciation et I'auto-renouvelement des CSHs.

SHP2 est également fortement impliquée au niveau des cellules progénitrices neurales (CPNs),
Ke et al. montrant que la délétion de SHP2 au niveau des (CPNs) (Nestin-Cre) altére
profondément leur prolifération et leur différenciation résultant en une létalité post-natale et
une corticogénese altérée (Ke et al., 2007). Les auteurs montrent également que les CPNs

requierent SHP2 pour maintenir leur capacité d’auto-renouvelement.

Ainsi I'ensemble de ces données montrent que SHP2 est fortement impliquée dans les
processus d’auto-renouveélement et de différenciation des cellules souches, méme si son effet

est différent suivant le type cellulaire concerné (pour revue récente, (Kan et al., 2018)).
3. Implication dans les différents tissus

Etant donnée la létalité du KO total de SHP2, beaucoup de KO tissus spécifiques ont été
développés révélant des impacts importants sur le développement de nombreux tissus et
organes, incluant les os, le systeme nerveux, le cceur, les muscles, le sang, les reins, les
poumons, les glandes mammaires, les intestins ou encore le tissu adipeux. Ces effets ont
souvent été associés avec une hypoactivation de ERK1/2, bien que d’autres altérations ont

également été rapportées (Tableau 2).
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Ainsi, les études montrent que SHP2 joue un réle prépondérant dans la formation osseuse. De
plus, nous verrons par la suite que le role de SHP2 dans I'homéostasie osseuse est tel que sa
dérégulation conduit a des tumeurs cartilagineuses chez 'Homme. Le KO de SHP2 au niveau
cardiaque provoque une cardiomyopathie dilatée sévére et sa délétion au niveau de I'intestin
induit une sévére colite associée a une infiltration de cellules immunitaires, des niveaux de
cytokines augmentés ainsi qu’une diminution de cellules caliciformes (cellules sécrétrices de
mucus protégeant la surface de I’épithélium intestinal) conduisant a une importante létalité.
De plus, une étude montre que, via la voie MAPK, SHP2 oriente le choix du devenir des
progéniteurs entre cellules de Paneth et cellules caliciformes au profit de ces derniéres
(Heuberger et al., 2014). Enfin, SHP2 favorise la croissance du muscle squelettique et a un réle
protecteur en permettant la régénération du foie lors de dommages tissulaires. De facon
intéressante, malgré sa fonction pro-proliférative, SHP2 agit au niveau du foie comme un

suppresseur de tumeur (Bard-Chapeau et al., 2011; Luo et al., 2016).

IV. Implication de SHP2 dans l'inflammation

1. Différenciation des cellules hématopoiétiques

Etant donné le role fondamental de SHP2 dans le développement, son implication dans
I’hématopoieése a été étudiée tres tot. L’hématopoiese est un processus qui, a partir d’'une
cellule souche hématopoiétique (CSH), donne des progéniteurs myéloides et lymphoides qui

par la suite se différencient pour former les diverses cellules sanguines (Figure 18).

L’hématopoieése commence au septieme jour du développement embryonnaire au niveau du
sac vitellin, puis dans une région sous |'aorte dorsale nommée aorte-gonade méso-néphros
(AGM) et le placenta, puis dans le foie feetal et enfin dans la moelle osseuse. En revanche,
chez I'adulte, 'lhématopoiése ne se déroule plus que dans la moelle osseuse (pour revue, voir
Ivanovs et al.,, 2017). Cependant, plusieurs travaux montrent qu’il existe également de
I’'hématopoiése dans le tissu adipeux mais I'origine de ces cellules reste encore imprécise
(Charriere et al., 2003; Puissant et al., 2005; Prunet-Marcassus et al., 2006; Han et al., 2010;

Eto et al., 2013; Luche et al., 2015).
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Figure 18 : Schéma simplifié de I’lhématopoiése

Les cellules souches hématopoiétiques (CSHs) se différencient en progéniteurs myéloides ou
lymphoides qui eux-mémes se différencient pour former les différentes cellules sanguines ou
immunitaires.

La différenciation des CSHs en cellules progénitrices lymphoides ou myéloides est dépendante
de plusieurs facteurs dont les cytokines. Classiquement, il est décrit que I'lL-7 oriente la
différenciation des CSHs vers les lignées lymphoides, et des souris délétées pour le récepteur
a I'lL-7 montre une sévére hypoplasie de tout le lignage lymphoide (Peschon et al., 1994). Par
la suite, I'lL-4 induit une différenciation en lymphocyte B, alors que I'IL-2 oriente la
différenciation des cellules T et I'lL-15 celle en cellules NK. La différenciation des CSHs en
cellules myéloides fait par contre intervenir le GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) et I'lIL-3. La différenciation en monocytes est sous la dépendance du M-

CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor).

2. Impact sur la lignée lymphoide

Il a été montré que SHP2 est impliquée dans la différenciation et la prolifération des
lymphocytes T intra-thymiques, le KO conditionnel de SHP2 dans les thymocytes provoquant

un blocage de la prolifération et de la différenciation de ces cellules ainsi qu’une réduction de
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I’expansion des cellules T CD4* (Nguyen et al., 2006). La genése d’une souris exprimant un
mutant SHP2 catalytiquement inactif spécifiquement dans les cellules T est associée avec une
augmentation de cytokines anti-inflammatoires suggérant que SHP2 supprime la
différenciation des cellules T en Th2 (cellules productrices de cytokines anti-inflammatoires)

(Salmond et al., 2005).

3. Impact sur la lignée myéloide

SHP2 est connue pour avoir un role prépondérant dans la différenciation du lignage myéloide.
En effet, il a été montré que des mutations hyperactivatrices de SHP2 (E76K, D61V, D61Y)
rendent les progéniteurs hématopoiétiques hypersensibles au GM-CSF, induisant leur
hyperprolifération (Chan, 2005). L'importance de SHP2 dans I’"hématopoiese est telle qu’une
dérégulation de SHP2 dans les CSHs est fréqguemment retrouvée dans des leucémies
myéloides chez I'humain. En effet, des mutations activatrices sporadiques de SHP2 sont
retrouvées dans 30% des Leucémies Myélo-Monocytaires Juvéniles (LMMJ) (Loh et al., 2005;
Tartaglia et al., 2005). De plus, les LMMJ sont retrouvées dans le syndrome de Noonan (SN)

causé par une mutation germinale de PTPN11 (voir partie Ill) (Strullu and Cavé, 2017)

Plusieurs études montrent également que SHP2 a un role trés important au niveau des
macrophages et en particulier au niveau de leur polarisation. En effet, SHP2 a été montrée
pour supprimer la polarisation des macrophages vers le type M2 (anti-inflammatoires) en
réponse a I'lL-4 aussi bien in vitro sur des lignées de macrophages murins (RAW264.7) que ex
vivo sur des BMDM (Bone Marrow Derived Macrophages) (Tao et al., 2014). Ces auteurs
montrent également que la transduction d’un mutant SHP2 hyperactif (D61G) diminue la
polarisation M2 alors que celle d’'un mutant hypoactif (T468M) augmente la polarisation M2.
En plus de diminuer la polarisation M2, SHP2 promeut la polarisation des macrophages vers
le type M1 pro-inflammatoire. En effet, aprés stimulation, des BMDM traités avec un
inhibiteur de SHP2 (PHPS1) montrent une diminution de marqueurs M1 ainsi qu’une

diminution de cytokines pro-inflammatoires (Zhao et al., 2016).

Une étude récente a montré qu’en plus de son rdle dans les macrophages, la mutation de
SHP2 dans le microenvironnement de la moelle osseuse a de profondes conséquences sur la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et est suffisante pour induire la leucémogénése a
travers des effets importants sur les CSHs (Dong et al., 2016).
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4. SHP2 et inflammation

D’un point de vue mécanistique, le role de SHP2 dans I'inflammation est encore mal compris.
Il est connu que SHP2 intervient dans la voie NF-kB et augmente son activité (You et al., 2001;
Neznanov et al., 2004; Zhao et al., 2016) mais le mécanisme impliqué est encore inconnu. A
I’heure actuelle, il a été montré que SHP2 peut agir sur cette voie indépendamment des MAPK
(You et al., 2001 ; Zhao et al., 2016), et SHP2 a été détectée au niveau du complexe IKK ainsi

gu’au niveau du récepteur a I'lL-1 (You et al., 2001).

V. Implication de SHP2 dans le métabolisme

Etant donnés les roles pléiotropiques des voies de signalisation régulées par SHP2 et son
expression ubiquitaire, SHP2 est également impliguée dans de nombreux processus
métaboliques, qui ont notamment été révélés par le développement des modeéles animaux

tissu-spécifiques (Tableau 2).
1. Dans le cerveau

En 2008, une souris SHP2 KO dans les neurones a été générée (Krajewska et al., 2008). Ces
souris présentent une obésité et une importante hyperphagie associée a une résistance a la
leptine (hormone provoquant la satiété). De plus, les animaux présentent une intolérance au
glucose qui est évolutive dans le temps et probablement causée par |'obésité sévere. Ces
résultats sont cohérents avec une autre étude présentant un modele de souris qui expriment
un mutant SHP2 catalytiquement hyperactif dans les neurones. Dans ce modele, les souris
sont résistantes a I'obésité quand nourries avec un régime gras et présentent une diminution
de la prise alimentaire ainsi qu’une augmentation des dépenses énergétiques. Ce phénotype
s’accompagne d’une amélioration de la tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline
ainsi qu’a la leptine (He et al., 2012). De plus, en 2010, un autre groupe a réalisé un KO de
SHP2 cérébral cette fois-ci au niveau des neurones POMC (neurones cibles de la leptine et
impliqués dans la satiété) et confirme la relation entre SHP2 et la leptine, puisque leur souris
présentent une augmentation de I'adiposité, une diminution des dépenses énergétiques et
une diminution de la sensibilité a la leptine (Banno et al., 2010). Collectivement, ces études
montrent que SHP2, de par son role sur la sensibilité a la leptine au niveau cérébral, est un

important régulateur de ’lhoméostasie énergétique.
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2. Dans le pancréas

C'est en 2009 que le KO de SHP2 dans le pancréas a été réalisé (Zhang et al., 2009). Les auteurs
montrent que, de facon cohérente avec son role primordial dans le développement, le KO de
SHP2 dans le pancréas induit une diminution de la biosynthése d’insuline dans la cellule 3. En
plus de son impact sur la biosynthése d’insuline, la délétion de SHP2 abolit la sécrétion
d’insuline en réponse au glucose aussi bien in vitro que in vivo, induisant ainsi une intolérance
au glucose.

D’un point de vue mécanistique, les auteurs montrent que la délétion de SHP2 affecte le
facteur de transcription PDX1 (Pancreatic and duodenal homebox 1), un activateur majeur du
géne codant pour l'insuline (Ahlgren et al., 1998). Ici, la délétion de SHP2 diminue I'activation
des voies PI3K/AKT/FOXO1 et ERK1/2 en réponse au glucose qui sont connues pour stimuler
I’expression de PDX1 (Kitamura et al., 2002), aboutissant a la diminution de I'expression de
PDX1 et des genes codant pour l'insuline.

SHP2 a donc un réle fondamental dans la biosynthése et la sécrétion d’insuline.

3. Dans le foie

En 2010, le KO de SHP2 dans les hépatocytes a été réalisé et a permis de mieux comprendre
I'implication de SHP2 dans le métabolisme glucidique (Matsuo et al., 2010). Ces souris
présentent une meilleure tolérance au glucose ainsi qu’une amélioration de la sensibilité a
I'insuline. Cette meilleure sensibilité a I'insuline se traduit également par une glycémie a jeun
diminuée avec des niveaux d’insuline plasmatiques équivalents. De plus, les auteurs observent
que la délétion de SHP2 induit une diminution de I'expression d’enzymes impliquées dans la

néoglucogenese comme PEPCK et G6P traduisant une meilleure insulino-sensibilité.

D’un point de vue mécanistique, la délétion de SHP2 est associée a une augmentation des
phosphorylations sur tyrosine d’IRS-1 permettant un recrutement plus intense de la PI3K et

aboutissant a une augmentation de la phosphorylation d’AKT.

SHP2 a donc un effet néfaste sur la sensibilité a I'insuline au niveau du foie et il a été proposé
que cet effet soit d a des déphosphorylations de résidus tyrosines sur IRS-1 par SHP2,
diminuant ainsi le signal insulinique. De plus, il a été montré que chez des souris nourries en
régime gras, la délétion hépatique de SHP2 améliore la sensibilité a I'insuline (Nagata et al.,

2012). De fagon intéressante, cette étude montre également que I'expression de SHP2 dans
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le foie est dépendante du statut nutritionnel, et qu’en situation d’obésité, I'expression de
SHP2 hépatique est augmentée. Ceci suggére que SHP2 pourrait étre une cause d’insulino-

résistance hépatique en situation d’obésité.

4. Dans le muscle squelettique

En 2009, un KO de SHP2 dans le coeur et les muscles squelettiques a été généré sous contrble
du promoteur de la créatine kinase musculaire (Princen et al., 2009), qui conduit a une létalité
précoce a deux semaines post-natale associée a une cardiomyopathie dilatée. De facon
intéressante, ces souris présentent une diminution de la sensibilité a I'insuline ainsi que de

leur tolérance au glucose.

D’un point de vue mécanistique, le KO musculaire de SHP2 est associé avec une augmentation
de la phosphorylation sur tyrosines d’IRS-1 et un recrutement plus intense de la PI3K.
Cependant, a la différence du KO hépatique, ce recrutement plus intense de la PI3K n’est pas

associé a une hyper-activation d’AKT.

Cependant, dans le muscle, le captage de glucose n’est pas uniquement sous la dépendance
d’AKT. En effet, l'activation de I’AMPK induit également le captage de glucose
(indépendamment de I'insuline) et un activateur de ’AMPK (la metformin) est couramment
utilisé contre le DT2. De facon intéressante, le KO musculaire de SHP2 diminue I'activation de
’AMPK sous stimulation par la metformin entrainant ainsi une diminution de captage de

glucose aboutissant a une intolérance au glucose.

De plus, la PKCc (Protein kinase C zeta) a été montrée comme étant impliquée dans la
translocation de GLUT4 a la membrane plasmique sous stimulation a l'insuline (Braiman,
2001). Ici, les auteurs montrent que le KO musculaire de SHP2 induit également une

hypoactivation de la PKCg pouvant étre la cause de I'insulino-résistance.

Ainsi, a la différence du KO hépatique de SHP2 améliorant la sensibilité a I'insuline et la
tolérance au glucose, le KO musculaire est quant a lui insulino-résistant et intolérant au
glucose. Cette différence d’effet de SHP2 peut s’expliquer par un effet sur des voies de

signalisation différentes entre ces deux tissus (PI3K pour le foie, AMPK et PKCc pour le muscle).
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5. Dans le tissu adipeux

Un premier KO de SHP2 dans le tissu adipeux a été généré sous le promoteur Adiponectine
(Bettaieb et al., 2012). Dans ce modele, la délétion de SHP2 est sans effet sur la tolérance au
glucose et la sensibilité a I'insuline bien qu’il y ait une augmentation de la phosphorylation

d’AKT au niveau du tissu adipeux.

Plus tard, un autre KO de SHP2 dans le tissu adipeux a été réalisé, cette fois-ci sous le contréle
du promoteur aP2 (He et al., 2013). Ce modeéle est associé a une lipodystrophie sévere et une
mort prématurée. De plus, ce modele présente une glycémie et une insulinémie a jeun
diminuées par rapport aux souris controles qui sont normalisées suite a une greffe de tissu
adipeux. Cependant, les auteurs n’ont pas pu caractériser la tolérance au glucose et la

sensibilité a I'insuline de ce modele, les souris étant trop faibles pour ces tests métaboliques.

Cependant, le promoteur aP2 étant peu spécifique de I'adipocyte, on ne peut pas exclure une
participation d’autres cellules a ce phénotype comme par exemple les macrophages. En effet,
Bettaieb et al., montrent également que I'exposition au HFD induit une augmentation de
I’expression de SHP2 dans tous les tissus adipeux, suggérant une fonction de SHP2 au cours
de l'obésité et éventuellement de l'insulino-résistance du tissu adipeux, mais que
contrairement au modeéle aP2-cre, la délétion de SHP2 sous le promoteur adiponectine
n‘impacte pas les macrophages. Ceci suggere que, dans le tissu adipeux, le réle de SHP2 sur le
métabolisme glucidique ne soit pas dépendant de I'adipocyte mais plutét des cellules de la

fraction stromale et en particulier des macrophages.

En conclusion, étant donné I'implication de SHP2 dans de nombreuses voies de signalisation,
et son role crucial dans le développement, |'effet de SHP2 sur le métabolisme glucidique est
indéniable. Cependant, son effet est trés dépendant du tissu concerné, avec un réle négatif
sur l'action de l'insuline au niveau du foie et positif au niveau du muscle et un role plus
ambiglie au niveau du tissu adipeux. La différence d’effet de SHP2 sur I'action de I'insuline au
niveau de ces différents tissus pourrait s’expliquer par des partenaires/substrats de SHP2

différents.
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Figure 19 : Schéma-bilan de I'impact des délétions de SHP2 dans les différents tissus métaboliques
sur la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline

Ainsi, SHP2 apparait comme une protéine aux multiples facettes qui, de par son réle
régulateur dans des voies de signalisation canoniques, joue des roles importants dans des
processus cellulaires fondamentaux, expliquant ses fonctions tant dans le développement que
dans le contréle et le maintien de I'homéostasie. Bien que de nombreuses inconnues
demeurent quant aux liens entre ces différents mécanismes, leur contribution relative et les
mécanismes de contrOle sous-jacents, I'importance de SHP2 s’illustre par le fait que sa
dérégulation, positive ou négative, a des conséquences physiopathologiques importantes,

comme nous le verrons dans le chapitre suivant.
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Partie 3 : Mutations de SHP2 et physiopathologie

Les multiples réles de SHP2 dans la régulation de processus cellulaires trés fondamentaux
(prolifération, différenciation) et dans la fonction de multiples tissus et organes conferent
assez intuitivement des conséquences physiopathologiques importantes a sa dérégulation.
Ainsi, des mutations somatiques « gain de fonction » (GOF) de PTPN11 sont a l'origine de
leucémies et dans une moindre mesure de tumeurs solides, conduisant a définir PTPN11
comme un proto-oncogene. De plus, depuis plusieurs années, un intérét grandissant s’est
centré sur I'étude de SHP2 avec la découverte de mutations germinales GOF mais aussi « perte
de fonction » (LOF) de PTPN11 provoquant plusieurs maladies génétiques. Ainsi, les mutations
LOF de PTPN11 ont été récemment identifiées comme la cause de la métachondromatose
(MC, OMIM #156250), une maladie rare caractérisée par des tumeurs cartilagineuses.
D’autres mutations sont a I'origine de deux syndromes polymalformatifs appelés Syndrome
de Noonan (SN, OMIM #163950) et Syndrome de Noonan avec Lentigines Multiples (SN-LM,
anciennement appelé LEOPARD, OMIM #151100). Ces syndromes font partie d’une famille de
maladies rares appelée RASopathies, dont les mutations concernent essentiellement des
composants de la voie RAS/MAPK (Paccoud et al., 2018). Enfin, les études de polymorphisme
ont également révélé un possible role de SHP2 dans certaines maladies métaboliques. Outre
les évidences génétiques, diverses études pré-cliniques, notamment pharmacologiques, ont
permis d’illustrer des roles physiopathologiques de SHP2 dans la résistance aux anti-

cancéreux, dans des maladies auto-immunes ou dans la virulence de certains pathogenes.

I. SHP2 et tumorigénese

Nous avons précédemment vu que SHP2 est un régulateur clé des voies de signalisation
impliquées dans la prolifération et la survie (Ras/MAPK, PI3K/AKT), et il est largement établi
que la dérégulation de ces voies est un facteur causal du développement tumoral. De fagon
cohérente, de multiples données attestent du réle important de SHP2 dans le processus de
tumorigenese, si bien que son gene PTPN11 a été défini comme un authentique proto-
oncogene. Ainsi, des mutations somatiques de PTPN11 ont été identifiées comme la principale
cause (35% des cas) de leucémies myélo-monocytaires juvéniles (LMMIJ), une malignité

myéloide rare et agressive de la petite enfance caractérisée par une prolifération excessive de
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monocytes et de macrophages (Tartaglia et al., 2003; Loh, 2004). Les mutations de SHP2
associées aux LMMJ se trouvent principalement au niveau des domaines N-SH2 et PTP
impliqués dans le processus d’auto-inhibition de la protéine, résultant en une augmentation
de son activité basale et portant donc le terme de GOF (Tartaglia et al., 2003; Keilhack et al.,
2005; Niihori et al., 2005). L'expression de mutants GOF (D61Y, E76K) dans les progéniteurs
hématopoiétiques favorise la progression du cycle cellulaire de ces cellules en réponse au GM-
CSF et leur survie in vitro. Ces deux événements sont associés avec une hyperactivation des
voies PI3K/AKT et Ras/MAPK, et résultent in vivo en des désordres myéloprolifératifs létaux
(Mohi et al., 2005; Yang et al., 2008; Chan et al., 2009; Xu et al., 2011). Mécanistiquement, il
est probable que ces mutations oncogéniques de SHP2 conduisent au développement de
LMMIJ via une hyper-activation de la voie Ras/MAPK, étant donné que des mutations
oncogéniques de la protéine RAS et des mutations hypoactivatrices de RasGAP et de la
Neurofibromine ont aussi été retrouvées chez des patients atteints de LMMJ (Tartaglia et al.,
2003; Loh, 2004; de Vries et al., 2010). Ainsi, il a récemment été montré que I'utilisation
d’inhibiteurs de MEK diminue significativement la croissance de progéniteurs
hématopoiétiques de cellules issues de patients atteints de LMMJ (Tasian et al., 2018). De
plus, il a été proposé que ces mutations GOF de PTPN11 induisent une déphosphorylation
excessive de STAT3, ayant pour conséquence une hypersensibilité au GM-CSF et résultant en
une stimulation des progéniteurs myéloides, qui pourrait agir en synergie avec
I’"hyperactivation de la voie RAS/MAPK (Zhang et al., 2009). Plus récemment, il a été découvert
que des iPSCs (cellules souches pluripotentes induites) issues de patients porteurs de
mutations de PTPN11 atteints de LMMJ présentent une induction tres importante du miR-223
et du miR-15a par rapport a des patients atteints de LMMJ mais sans mutation de PTPN11.
Cette association a également été trouvée au niveau de cellules mononuclées de la moelle
osseuse, suggérant que ces deux miRNA pourraient étre utilisés comme des biomarqueurs de

LMMIJ pour des patients avec mutation de PTPN11 (Mulero-Navarro et al., 2015).

En plus des LMMJ, des mutations de SHP2 sont trouvées dans d’autres néoplasies
myéloides comme les leucémies myéloides aigués ou encore les leucémies
myélomonocytaires chroniques. Cependant, alors que les fréquences de ces néoplasies sont
importantes chez les enfants, elles sont presque inexistantes chez les adultes présentant les

mémes troubles myéloides (Hugues et al., 2005). Des mutations de SHP2 ont aussi été
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caractérisées (bien que plus rares) dans des cas de tumeurs solides comme des
neuroblastomes, des adénocarcinomes pulmonaires ou encore dans des carcinomes hépato-

cellulaires (Bentires-Alj et al., 2004 ; Miyamoto et al., 2008 ; Siegfried et al., 2017).

Outre l'identification de mutations oncogéniques de SHP2, différentes études attestent du
réle positif de SHP2 dans la tumorigenese puisqu’une augmentation de I’expression de SHP2
est reconnue comme un marqueur prédictif dans des cancers de I'estomac, du sein, des
poumons, de la thyroide, du foie, du pancréas et de la peau (Zhang et al., 2016). De plus, SHP2
est également impliquée dans la résistance des cellules tumorales aux anti-cancéreux (Fedele
et al., 2018 ; Wong et al., 2018). Ainsi de plus en plus d’études s’intéressent a I'utilisation
d’inhibiteurs de SHP2 dans les thérapies anti-cancéreuses et convergent sur le fait que SHP2
serait une cible d’intérét dans le traitement contre le cancer (Chen et al., 2016 ; Dardaei et al.,

2018 ; Fedele et al., 2018).

Si ’hyperactivation de SHP2 retrouvée dans plusieurs types de cancers permet de définir son
gene comme un proto-oncogene, il est a noter qu’elle peut également agir comme un
suppresseur de tumeur dans le foie (Bard-Chapeau et al., 2011; Luo et al., 2016). Cette
différence d’effet pourrait étre due au réle anti-inflammatoire de SHP2 dans le foie qui aurait

un ainsi un effet protecteur sur I’"hépatocarcinogénese induite par la NASH.

Il. SHP2 et maladies génétiques

1. La Métachondromatose

La métachondromatose (MC) est une maladie rare (moins de 50 cas ont été rapportés)
autosomique dominante caractérisée par la présence de tumeurs bénignes de |'os. Ces
tumeurs associent des exostoses (tumeurs a la surface de I'os qui apparaissent comme des
excroissances osseuses sur un os normal) au niveau des mains et des pieds ainsi que des
enchondromes (tumeurs a l'intérieur de I'os) au niveau de la créte iliaque et de la métaphyse

des os longs (Figure 20).
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Figure 20 : Enchondromes présents dans la métachondromatose

Fisher et al., 2013

Une complication fréquente des enchondromes est une nécrose vasculaire de la téte fémorale
lorsqu’ils sont localisés au niveau de celle-ci. lls peuvent également causer des déformations
des mains et des pieds. Cependant les Iésions exostatiques peuvent diminuer de taille
spontanément et completement régresser (Bowen et al., 2011; Fisher et al., 2013).

En 2010, des analyses génétiques ont conduit a l'identification de mutations hétérozygotes
LOF de PTPN11 chez la plupart des patients atteints de métachondromatose. Ces mutations,
de type décalage de phase ou faux sens, résultent en la perte d’expression de SHP2 ou en la
génération d’une forme tronquée de sa partie C-terminale, notamment tout ou partie de son
domaine catalytique. De plus, ces mutations sont associées a une perte d’hétérozygotie de
I'allele sauvage au niveau des tumeurs exostatiques suggérant que I'apparition des tumeurs
localisées chez les patients MC serait due a un deuxieme événement génétique entrainant la
perte de 'alléle sauvage restant, conformément a la théorie de Knudson (Sobreira et al., 2010
; Bowen et al., 2011). En accord avec cette hypothése, les souris Ptpn11*/- ne développent pas
de tumeurs alors que linvalidation totale de SHP2 dans les chondrocytes ou dans les
progéniteurs mésenchymateux induit des tumeurs cartilagineuses (Bowen et al., 2014 ; Kim

et al.,, 2014). Selon Bowen et al.,, les exostoses seraient causées par une croissance
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désorganisée des chondrocytes et un retard de leur différenciation terminale, alors que les
enchondromes proviendraient d’une chondrogénése ectopique de cellules fibroblastiques
entourant I'os (Bowen et al., 2014). De plus, il est a noter que la MC est associée a une
hypoactivation de la voie Ras/MAPK dans les chondrocytes et dans les progéniteurs
mésenchymateux chondroides ainsi que dans les tumeurs cartilagineuses des souris Ptpn117/-
au niveau chondrocytaire (Bowen et al., 2014). Cette hypoactivation est cohérente avecle role
activateur de SHP2 sur cette voie. De plus, la voie ERK1/2 étant impliquée dans la
différenciation terminale des chondrocytes (Bowen et al., 2014), son hypoactivation dans les

cellules Ptpn117- pourrait participer au développement de tumeurs cartilagineuses.

2. Le Syndrome de Noonan

a. Description clinique du Syndrome de Noonan

Le Syndrome de Noonan (SN) a été nommé ainsi apres sa découverte par Jacqueline Noonan
en 1968. Le SN est une maladie génétique autosomique dominante assez fréquente avec une
prévalence estimée a 1/1000 a 1/2500 naissances (Noonan, 1968). Il est caractérisé par une
triade phénotypique associant un retard de croissance, une dysmorphie faciale et des
cardiopathies (sténose de la valve pulmonaire, cardiomyopathie hypertrophique). A cette
triade peut également s’ajouter d’autres défauts développementaux comme des anomalies
squelettiques, un cryptorchidisme chez les hommes, un retard de développement léger a
modéré ou des troubles de |'apprentissage, ainsi qu’une prédisposition aux désordres
myéloprolifératifs. A cause de I'hétérogénéité entre les patients et de la redondance
phénotypique avec les autres Rasopathies, le SN peut étre difficile a diagnostiquer (Tartaglia

etal., 2010, 2011).

La dysmorphie faciale

Les patients SN présentent des anomalies morphologiques du visage et du cou qui évoluent
avec l'age. En effet, cette dysmorphie faciale est marquée pendant I'’enfance jusqu’au début
de I'adolescence et devient plus subtile a I’dge adulte. Les caractéristiques faciales associées
au SN comprennent un front haut, un hypertélorisme, un ptosis, des fentes palpébrales
tombantes (antimongoloides), des oreilles basses et/ou en rotation postérieure, un cou

court/palmé (Figure 21).
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Figure 21 : Anomalies faciales retrouvées dans le Syndrome de Noonan (SN)

Tartaglia et al., 2010

Le retard de croissance

Une caractéristique fondamentale du SN est le retard de croissance post-natal (défini par une
taille avec un SD < -2) affectant plus de 70% des patients. La croissance prénatale est
habituellement normale avec un poids et une taille a la naissance normaux, le retard statural
s’'installant dans les premiéres années de la vie (Malaquias et al.,, 2012). Ce retard de
croissance peut étre lié a des difficultés d’alimentation qui sont retrouvées dans 70% des
nourrissons, nécessitant une alimentation par voie entérale dans 20% des cas (Sharland,

2012).

A I'age adulte, la taille des hommes est de 157,4 + 8,0 cm (-2,4 SD) et celle des femmes est de
148,4 £+ 5,6 cm (-2,2 SD) dans une population brésilienne (Malaquias et al., 2012). De plus, les
auteurs montrent que ce retard de croissance est associé a un IMC diminué aussi bien chez
les hommes (18,8 + 2,2 kg/m?; -0,9 SD) que chez les femmes (19,9 + 3,5 kg/m?; -0,5 SD), et
que les patients SN ont une plus faible prévalence de surpoids et d’obésité que la population

générale (Binder et al., 2012).

Les cardiopathies

Avec 80% de patients présentant un défaut cardiaque congénital, le SN est la deuxieme cause
syndromique de cardiopathies congénitales apres la trisomie 21. Les anomalies les plus
fréguemment retrouvées sont une sténose de la valve pulmonaire (50-60% des cas) ainsi
gu’une cardiomyopathie hypertrophique (20%). Cependant on retrouve également d’autres
Iésions incluant des défauts du septum atrial, du septum ventriculaire, une coarctation
aortique, des anomalies de la valve mitrale, ou encore une persistance du canal artériel (Shaw

et al., 2006 ; Prendiville et al., 2014). Etant donnée la haute prévalence et la mortalité des
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atteintes cardiaques, des électrocardiogrammes ainsi que des échographies doivent étre

réalisés chez tous les patients atteints du SN.

Autres symptomes

En plus de cette triade phénotypique, le SN est associé a d’autres symptomes notamment une
prédisposition aux LMMJ. En effet, une incidence plus importante de LMMJ est associée avec
les mutations de PTPN11 dans le SN en particulier concernant les mutations sur les résidus
D61 et E76 (Strullu and Cavé, 2017). De plus les patients atteints du SN ont un risque huit fois
plus élevé de développer un cancer (Kratz et al., 2015).

De nombreux autres défauts, incluant des troubles hématologiques, lymphatiques,
psychomoteurs, neurologiques, neurosensoriels, urogénitaux ont également été reportés

dans cette maladie (Tartaglia et al., 2010)(pour revue, voir Paccoud et al., 2018, annexe 2).

b. Génétique du SN

Le SN est une maladie génétique autosomique dominante d’origine familiale ou apparaissant
de facon sporadique dans la moitié des cas (Jamieson et al., 1994). La haute prévalence de ces
mutations de novo semble pouvoir s’expliquer, au moins en partie, par le fait que les
mutations associées aux maladies développementale, offrent un avantage sélectif aux cellules
germinales, en particulier aux spermatogonies (concept de sélection spermatogoniale égoiste)
(Goriely et al., 2003 ; Maher et al., 2016). C'est en 2001 que Tartaglia et al., ont découvert la
mutation du géne PTPN11 codant pour la protéine SHP2 comme causant le SN (Tartaglia et
al., 2001). Cette mutation est retrouvée dans plus de 50% des cas et est donc la principale
mutation responsable du SN. Depuis, d’autres genes ont été identifiés comme responsable du
SN : SOS1, SOS2, KRAS, NRAS, RAF1, BRAF, MEK1, SHOC2, CBL, RIT1... (Aoki et al., 2013 ;
Roberts et al., 2013). La fréquence d’apparition de ces mutations dans le SN est beaucoup plus
faible que celle de PTPN11, avec 10% pour SOS1 et RAF1, et moins de 2% pour les autres
(Tartaglia et al., 2010 ; Roberts et al., 2013). La grande majorité de ces génes codent pour des
protéines intervenant dans la voie RAS/MAPK, et leurs mutations résultent le plus souvent en

I’hyperactivation de la voie RAS/MAPK (Tartaglia et al., 2010).
c.Conséquences des mutations SN de SHP2 sur sa structure et son activité

Des données structurelles, biochimiques et fonctionnelles ont permis de comprendre les
conséquences des mutations de SHP2 associées au SN sur sa structure et son activité (Keilhack
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et al., 2005; Tartaglia et al., 2010; Darian et al., 2011; Martinelli et al., 2012; Qiu et al., 2014)
(Figure 22). La majorité des mutations (D61G, D61Y, E76K) se concentrent au niveau ou a
proximité des résidus impliqués dans l'interaction entre les domaines N-SH2 et PTP de SHP2,
qui permettent a la protéine d’étre maintenue dans une conformation auto-inhibée. Ces
mutations perturbent ainsi la conformation de SHP2, la maintenant dans une conformation
ouverte et donc active méme au repos, induisant une augmentation de son activité plus ou
moins intense suivant les mutants (Keilhack et al., 2005; Niihori et al., 2005; Tartaglia et al.,
2006). D’autres mutations (T42A, D106A, E139D) sont retrouvées au niveau de résidus
intervenant dans la liaison des domaines SH2 aux phosphotyrosines des protéines partenaires
de SHP2. Ces mutations augmentent I'affinité des domaines SH2 pour les tyrosines
phosphorylées les rendant ainsi plus sensibles a une stimulation donnée. Certaines mutations
localisées entre les domaines SH2 affectent la flexibilité du domaine N-SH2 et sa capacité
d’interaction avec le domaine PTP (Martinelli et al., 2008; Qiu et al., 2014).

Ainsi, quelle que soit leur localisation, toutes les mutations de SHP2 associées au SN favorisent
la conformation ouverte active de la phosphatase provoquant son hyperactivation. Ces
mutations sont donc des mutations GOF mais ne sont pas aussi hyper-activatrices que les
mutations retrouvées dans les LMMJ (Tartaglia et al., 2006). Ceci pourrait expliquer le fait que
les mutations associées au SN se retrouvent au niveau germinal mais pas celles associées aux
LMMJ. En effet, I'expression hétérozygote globale de deux mutants associée aux LMMIJ est
|étale dés le stade embryonnaire (Chan et al., 2009 ; Xu et al., 2011). De plus, si I'on en revient
au concept de sélection égoiste, I'impact de la mutation pourrait étre encore plus précoce,
puisqu’il a été proposé que les mutations « trop » oncogéniques, induisant un potentiel
prolifératif important aux progéniteurs germinaux, ne leur permettent plus de produire des

gameétes fonctionnels, interdisant la transmission de ce type de mutations.

81



Figure 22 : Conséquences des mutations de Ptpn11 dans le SN sur la conformation de SHP2

d. Conséquences fonctionnelles des mutations SN de SHP2 sur la

signalisation et le développement

Signalisation

De fagon cohérente avec le rdle activateur de SHP2 sur la voie RAS/MAPK, de nombreuses
analyses fonctionnelles ont démontré que I’'hyperactivation de SHP2 associée au SN induit une
hyperactivation de ERK1/2. Cette hyperactivation a été montrée aussi bien in vitro que in vivo,
dans différents types cellulaires, en condition basale comme sous stimulation par plusieurs
agonistes, alors que les mécanismes moléculaires impliqués sont toujours peu décrits (Araki
et al., 2004; Fragale et al., 2004; Krenz, 2005; QOishi et al., 2006; Eminaga and Bennett, 2008;
Bonetti et al., 2014). De facon intéressante, plusieurs modeéles animaux du SN ont montré que

la dérégulation de ERK1/2 était causalement liée aux différents traits cliniques de la maladie.
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Signes cliniques

Le premier modéle murin du SN a été généré en 2004, il s’agit d’'un knock in portant a I'état
hétérozygote la mutation D61G (Ptpn11P%16/*) retrouvée chez les patients (Araki et al., 2004).
Ce modele récapitule les principaux symptomes de la maladie comme les cardiopathies, le
retard de croissance, les malformations cardio-faciales ainsi que les désordres
myéloprolifératifs. Par la suite, de nombreux modeles du SN ont été générés aussi bien chez

la souris, que le poisson-zébre ou encore la drosophile.

e Cardiopathies : La physiopathologie des défauts cardiaques induits par le SN a été
étudiée dans plusieurs modeéles animaux de la maladie. En effet, I'expression de mutants de
SHP2 associés au SN chez la souris ou le poisson-zébre entraine le développement de défauts
cardiaques (Araki et al., 2004 ; Jopling and van Geemen, 2007 ; Krenz et al., 2008 ; Bonetti et
al., 2014). Mécanistiquement, ces défauts cardiaques ont été associés a |’hyperactivation de
la voie RAS/MAPK, et linhibition de cette voie par des approches génétiques ou
pharmacologiques permet de corriger les malformations cardiaques (Nakamura et al., 2007 ;

Krenz et al., 2008 ; Araki et al., 2009).

e Retard de croissance et malformations cranio-faciales : Tous les modéles murins du
SN avec mutation de SHP2 développés présentent une petite taille (Araki et al., 2004, 2009;
Fragale et al., 2004; Krenz, 2005; Eminaga and Bennett, 2008; Nakamura et al., 2009). Une
étude chez la souris SHP2P%16/+ révele que le retard de croissance apparait en post-natal avec
un poids et une taille normaux a la naissance (Serra-Nedelec et al., 2012). De fagon
intéressante, cette souris présente une hyperphosphorylation de ERK1/2 dans plusieurs tissus,
et le traitement par un inhibiteur sélectif de MEK (inhibant donc ERK1/2) améliore
significativement la vitesse de croissance chez la souris SHP2P%16/* ainsi que la souris
transgénique WntlCre:Q79R (Nakamura et al.,, 2009; Serra-Nedelec et al., 2012).
Mécanistiquement, il a été montré que le retard de croissance chez la souris SHP2P%1¢/* et chez
les patients SN était di a des niveaux d’IGF-1 réduits qui étaient en partie normalisés sous
inhibition chronique de MEK (Serra-Nedelec et al., 2012). De plus, une étude récente montre
que I’hyperactivation de la voie RAS/MAPK au niveau de I'os et du cartilage participe a la
dysfonction de la plague de croissance et ainsi au retard de croissance, comme démontré pour
d’autres maladies associées a une petite taille comme I'achondroplasie (Yamashita et al.,
2014; Tajan et al., 2018).
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En ce qui concerne les malformations cranio-faciales, les modéles SN souris et poisson-zébres
exprimant un mutant SHP2 présentent des défauts cranio-faciaux rappelant ceux retrouvés
chez les patients (Araki et al., 2004, 2009; Jopling and van Geemen, 2007; Nakamura et al.,
2009). De fagon intéressante, ces malformations peuvent étre réversées chez des souris SN
avec un inhibiteur de MEK durant la gestation montrant que I’hyperactivation de la voie

RAS/MAPK est a I'origine de ces défauts (Nakamura et al., 2009).

e Désordres cognitifs
Les modeles animaux ont également été utiles pour décrypter les mécanismes sous-jacents
aux troubles cognitifs associés aux Rasopathies. Les phénotypes comportementaux des
modeles SN, notamment les déficits d'apprentissage et de mémoire et les défauts de plasticité
synaptique, apparaissent liés au dysfonctionnement de ['hippocampe, notamment a
I'altération de la mémoire a long terme et aux défauts dans la différenciation des progéniteurs
neuronaux. Ces effets sont associés a une hyperactivation de ERK1/2 et un traitement visant
a réduire la signalisation RAS/MAPK restaure les défauts cognitifs (Pagani et al., 2009; Lee et

al., 2014).

e Hématopoiese
L'hyperactivation de la voie RAS/MAPK a été mesurée dans des cellules hématopoiétiques
exprimant des mutants SHP2 associés au SN/LMMJ, et cette dérégulation contribue a la
leucémogenese, mais d'autres mécanismes ont été identifiés. L'hypophosphorylation de
STAT3 a été proposée pour contribuer a la leucémogeneése dans le contexte des mutants SHP2
associés au SN/LMMJ (Araki et al., 2004; Zhang et al., 2009) Une déphosphorylation accrue de
STAT3 a également été récemment décrite chez la souris présentant une expression neuronale
du mutant SHP2 E76K, entrainant le développement d'une hydrocéphalie (Zheng et al., 2018).
Il est intéressant de noter que Mulero-Navarro et al. ont identifié une hyperactivation de
STAT5 en tant que signature leucémogene, associée a une augmentation de miARN
spécifiques (Mulero-Navarro et al., 2015). En outre, il a été démontré que les mutants SHP2
associés au SN favorisent les désordres myéloprolifératifs par des altérations du métabolisme
aérobie mitochondrial et de la production d’espeéces réactives de I'oxygene (Xu et al., 2013).
Les études physiopathologiques ont montré que le mutant SHP2 D61G favorise les désordres
myéloprolifératifs en déclenchant le cycle des cellules souches hématopoiétiques (CSH) et en

augmentant le pool de cellules souches, un effet qui pourrait étre médié par les cytokines pro-
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inflammatoires sécrétées par les monocytes au voisinage des CSH (Xu et al., 2011; Dong et al.,

2016).

3. Syndrome de Noonan avec Lentigines Multiples

a. Description clinique du Syndrome de Noonan avec Lentigines Multiples

Le Syndrome de Noonan avec Lentigines Multiples (SN-LM) encore appelé LEOPARD en
référence aux principaux symptomes de la maladie (multiples Lentigines, ECG conduction
abnormalities, Ocular hypertelorism, Pulmonic stenosis, Abnormal genitalia, Retardation of
growth and sensorineural Deafness), est trés proche phénotypiquement du SN, et s’en
différencie par la présence plus commune d’anomalies cutanées et d’une surdité. La
prévalence de ce syndrome est estimée a 1/100000, ce qui en fait une maladie trés rare.
Cependant, le diagnostic de ce syndrome pourrait étre sous-évalué du fait de sa redondance
phénotypique avec d’autres syndromes et de la difficulté de poser le diagnostic en absence

de lentigines (Sarkozy et al., 2008).

Tout comme le SN, il est caractérisé par la triade phénotypique associant la dysmorphie
faciale, le retard de croissance et les cardiopathies, a laquelle viennt s’ajouter les anomalies

cutanées.

Dysmorphie faciale

La dysmorphie faciale développée par les patients NS-LM évolue avec I'age et est similaire a
celle retrouvée chez les patients SN, bien qu’elle semble plus modérée. Cette dysmorphie est
généralement discrete dans les premieres années de vie, mais elle devient plus marquée
durant I'enfance. Elle se traduit chez la quasi-totalité des patients par un hypertélorisme et
moins fréquemment par un cou court, des lévres épaisses et des oreilles basses en rotation

postérieure (Sarkozy et al., 2008) (Figure 23).

Figure 23 : Phénotype de patients atteints du Syndrome de Noonan avec Lentigines Multiples (SN-LM)

On retrouve les oreilles basses en rotation postérieure (A), un cou court (B) ainsi que les lentigines

multiples (C-D). (Sarkozy et al., 2008) -



Retard de croissance

Le poids et la taille a la naissance sont habituellement dans la moyenne bien qu’un tiers des
nouveaux nés ont un poids plus haut que la normale (Digilio et al., 2006). Le retard de
croissance affecte seulement 30% des patients, ce qui en fait un trait moins marqué que pour
les patients SN (Carcavilla et al., 2013 ; Sarkozy et al., 2008). Peu de données sont disponibles
sur la composition corporelle des patients SN-LM, mais il a été reporté dans une petite cohorte
que la majorité des patients SN-LM présentent un IMC plus bas que la moyenne (Tajan et al.,

2014).

Cardiopathies

La grande majorité des patients atteints de SN-LM (80%) présentent une cardiomyopathie
hypertrophique, faisant ainsi de ce symptome une caractéristique du SN-LM (Sarkozy, 2004
Limongelli et al., 2007; Sarkozy et al., 2008). Ces cardiomyopathies hypertrophiques affectent
en général le ventricule gauche avec une obstruction de sortie dans 40% des cas et peuvent
étre congénitales ou se développer pendant la petite enfance. Etant donné I'important risque
d’arrét cardiaque et de mort subite, un suivi cardiologique est nécessaire (Woywodt et al.,

1998; Limongelli et al., 2007, 2008; Lauriol et al., 2015).

Anomalies cutanées

Les lentigines sont la principale caractéristique du SN-LM trouvées chez plus de 90% des
patients (Martinez-Quintana and Rodriguez-Gonzalez, 2012) (Figure 23). Ce sont des macules
planes et brunatres, généralement de 2 a 8 mm de diametre, qui sont associées a une
accumulation de pigments dans le derme et a une augmentation du nombre de mélanocytes
dans la couche basale épidermique. lls peuvent étre présents dés la naissance ou apparaitre
durant I’enfance principalement sur le visage, le coup et les membres inférieurs. Leur nombre
augmente jusqu’a plusieurs milliers au moment ou les patients atteignent I’adolescence. Des

spots « café-au-lait » sont aussi présents chez la moitié des patients.

Autres anomalies

De nombreuses autres anomalies ont également été décrites dans le SN-LM, comme des
défauts squelettiques (pectus carinatum ou excavatum), des altérations génitales notamment
une cryptorchidie, un retard mental modéré ou des difficultés d’apprentissage ainsi qu’une

surdité. De plus, une prédisposition tumorale a également été suggérée bien que le trop faible
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nombre de cas ne permet pas de tirer des conclusions formelles (Choi et al., 2003; Ucar et al.,

2006; Seishima et al., 2007; Laux et al., 2008).

b. Génétique du SN-LM

Le SN-LM est majoritairement causé par des mutations ponctuelles du géne PTPN11, résultant
en une hypoactivation de SHP2 (Digilio et al., 2002; Legius, 2002). Les mutations de PTPN11
sont retrouvées dans environ 90% des patients SN-LM et sont toutes localisées au niveau du
domaine catalytique de SHP2 (Keren, 2004; Sarkozy, 2004; Sarkozy et al., 2008). Les mutations
les plus fréquemment retrouvées chez les patients sont les mutations T468M et Y279C qui

sont retrouvées dans 65% des cas (Martinez-Quintana and Rodriguez-Gonzalez, 2012).

Le SN-LM est également causé par des mutations sur les génes RAF1 et BRAF, deux genes
codant pour des protéines intervenant dans la voie RAS/MAPK (Pandit et al., 2007; Koudova
et al., 2009; Sarkozy et al., 2009). Ces mutations sont retrouvées dans environ 5% des patients

SN-LM, suggérant que la liste des génes causant le SN-LM pourrait s’agrandir.

c. Conséquences des mutations SN-LM de SHP2 sur sa structure et son

activité

Toutes les mutations de SHP2 associées au SN-LM sont localisées dans le domaine catalytique
PTP et en particulier sur des résidus conservés qui sont nécessaires pour I'activité PTP comme
le résidu Y279 qui définit la spécificité du substrat et le résidu T468 intervenant dans le motif

signature (Sarkozy et al., 2008; Lauriol and Kontaridis, 2011) (Figure 24).
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Figure 24 : Conséquences des mutations de PTPN11 associée SN-LM sur la conformation de SHP2

Les mutations SN-LM se retrouvent au niveau du domaine PTP et induisent une hypoactivation de la
protéine.

Ainsi il a clairement été montré que les mutations SN-LM de SHP2 induisent un effondrement
de son activité phosphatase que ce soit a |'état basal ou sous stimulation par divers phospho-
peptides ou agonistes (Hanna et al.,, 2006; Kontaridis et al., 2006; Tartaglia et al., 2006;
Martinelli et al., 2008; Edouard et al., 2010; Marin et al., 2011). En effet, Yu et al., ont montré
gue la constante catalytique d’hydrolyse d’un substrat (pNPP) par les domaines catalytiques
des mutants Y279C et T468M était respectivement 26 et 46 fois plus faible que celle du

domaine catalytique sauvage (Yu et al., 2013).

De plus, la modélisation structurale des mutants Y279C et T468M de SHP2 associés au SN-LM
montre que ces mutations favorisent la conformation ouverte de la phosphatase et son
association avec ses partenaires en déstabilisant I'interaction entre le domaine PTP et le
domaine N-SH2 (Kontaridis et al., 2006 ; Yu et al., 2013 ; Qiu et al., 2014). Cette capacité accrue
des mutants SN-LM a adopter une conformation ouverte suggere qu’ils pourraient interagir
préférentiellement avec leurs activateurs exercant ainsi un effet dominant négatif sur la forme
WT de SHP2. En effet, il a été décrit que ces mutants présentent une plus grande affinité de
liaison a des phospho-peptides test comparativement a la forme sauvage de SHP2 (Martinelli

et al., 2008 ; Yu et al., 2013). De plus, il a été montré que les mutants Y279C et T468M
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s’associent plus précocement, plus fort et plus longtemps que la forme sauvage de SHP2 a la
protéine adaptatrice GAB1, sous stimulation par I'EGF (Kontaridis et al., 2006 ; Yu et al., 2013).
Enfin, une autre étude révéle une liaison soutenue du mutant Y279C de SHP2 a la protéine

adaptatrice IRS-1 a I’état basal et sous stimulation par I'lGF-1 (Marin et al., 2011).

Ainsi, les mutations SN-LM de SHP2 induisent une profonde altération de son activité
catalytique et a une destabilisation de sa structure favorisant une conformation ouverte de la
protéine. Ceci conduirait la forme de SHP2 associée au SN-LM a exercer un effet dominant

négatif sur la forme sauvage en se fixant préférentiellement aux protéines adaptatrices.

d. Conséquences fonctionnelles des mutations SN-LM sur la

signalisation et le développement

Signalisation
e Voie RAS/MAPK : L'impact des mutations SN-LM de SHP2 sur la signalisation est

encore débattu en particulier au niveau de la voie RAS/MAPK.

En effet, il a tout d’abord été rapporté que I'expression de mutants de SHP2 associés au SN-
LM (Y279C, T468M et A461T) dans des HEK (cellules rénales embryonnaires humaines) ou
dans des embryons de poisson-zébre provoque une hypo-activation de ERK1/2 en réponse a
divers facteurs de croissance comme I'EGF, le FGF ou le PDGF (Kontaridis et al., 2006 ; Stewart
et al., 2010). De plus, dans le premier modéle murin de SN-LM portant a I'état hétérozygote
la mutation Y279C, Marin et al., ont également observé une hypo-activation de ERK1/2 dans
le coeur en réponse a plusieurs agonistes (Marin et al., 2011). Mécanistiquement, cette hypo-
activation pourrait résulter du recrutement préférentiel de la forme mutée de SHP2 a celle
sauvage diminuant ainsi ’activation de la voie RAS/MAPK (Kontaridis et al., 2006 ; Qiu et al.,

2014).

Cependant, plusieurs études ont également montré que les mutants de SHP2 associés au SN-
LM pouvaient avoir un effet positif sur I'activation de la voie RAS/MAPK. Ainsi, chez la
drosophile et le poisson-zébre, |'expression de mutants SN-LM conduisent a une
hyperactivation de ERK1/2 (Qishi et al., 2006, 2009 ; Bonetti et al., 2014). De plus, Yu et al.,
montrent que I'expression de ces mutants dans HEK provoque une hyper-activation de ERK1/2

en réponse a I'EGF, ce qui est en contradiction avec I'étude de Kontaridis et al., décrite
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précédemment (Choi et al., 2003 ; Kontaridis et al., 2006). Cette différence de réponse
pourrait s’expliquer par la dose d’agoniste utilisée, ou par le niveau d’expression des mutants.
Enfin il a été montré que dans un modele murin de SN-LM portant a |'état hétérozygote la
mutation T468M, la stimulation a l'insuline induit une hyperactivation de ERK1/2 au niveau
du foie, du muscle et des tissus adipeux blancs (Tajan et al., 2014). Cet effet activateur pourrait
s’expliquer par le fait qu’un recrutement plus stable de la forme mutée compenserait la faible

activité de ce type de mutants (Yu et al., 2013).

e Voie PI3K: Le réle des mutations de SHP2 associées au SN-LM est mieux établi au
niveau de la voie PI3K. En effet, il a été montré aussi bien dans des cellules transfectées que
dans des fibroblastes de patients ou encore au niveau de cardiomyocytes de rat que les
mutants SN-ML induisent une hyperactivation de la voie PI3K en réponse a I'EGF se traduisant
par une hyperactivation d’AKT et de ses cibles en aval comme GSK3R, mTOR, RPS6KB1/p70S6K
ou Ribosomal S6 protein (Edouard et al., 2010; Ishida et al., 2011; Schramm et al., 2012, 2013).
Ces résultats ont été confirmés in vivo ou une hyperactivation d’AKT ou de ses cibles a été
mesurée dans des coeurs de poisson-zébre SN-LM ainsi que dans des cceurs hypertrophiques

de modele murins SN-LM (Marin et al., 2011 ; Schramm et al., 2012).

Développement

e Cardiopathies : Comme pour le SN, plusieurs modeles animaux ont permis d’étudier
les conséquences de mutation de SHP2 sur les cardiopathies dans le contexte su SN-LM. Ainsi,
dans des modeles de poisson-zebres, alors que la dysfonction cardiaque était initialement
associée avec une hypoactivation de ERK1/2, une étude a démontré qu’un traitement avec un
inhibiteur de MEK pouvait réverser le phénotype cardiaque de poisson-zebre exprimant les
mutants de SHP2 associés au SN-LM. Ceci suggere que I’hyperactivation de la voie RAS/MAPK
pourrait participer aux cardiopathies associées au SN-LM (Stewart et al., 2010; Bonetti et al.,
2014). Ces différences apparentes pourraient s’expliquer par le fait qu’altérer positivement
ou négativement la régulation de la voie MAPK durant le développement cardiaque pourrait
résulter en des défauts similaires étant donné qu'un niveau ou une durée précise d'activité
MAPK est nécessaire pour provoquer des réponses prolifératives ou de différenciation
spécifiques. De plus, une autre étude a montré que l'inhibition de MEK pouvait partiellement

réverser le phénotype d’hypertrophie cardiaque dans des cardiomyocytes exprimant le

90



mutant Q510E. Cependant, étant donné I'absence d’hyperactivation des MAPK dans leur
modele, les auteurs ont attribué cet effet aux relations croisées entre les voies RAS/MAPK et
PI3K/mTOR (Schramm et al., 2013). En effet, plusieurs études ont identifié un réle causal de
I’hyperactivation PI3K dans la cardiomyopathie hypertrophique associée au SN-LM. La
surexpression de mutants de SHP2 associés au SN-LM dans des embryons de poulet, des
lignées cellulaires de cardiomyocytes ou dans des cardiomyocytes isolés de rats nouveau-nés
résulte en une hypertrophie des cellules cardiaques dépendant de PI3K (Edouard et al., 2010;
Ishida et al., 2011; Schramm et al., 2013). De plus, un traitement a la rapamycine réverse
I’"hypertrophie cardiaque dans des un modeles souris du SN-LM (Marin et al., 2011 ; Schramm
et al., 2013), si bien que la rapamycine a été proposée comme traitement palliatif chez un
enfant atteint de SN-LM et présentant une cardiomyopathie hypertrophique sévére, en
attendant une greffe cardiaque (Hahn et al., 2015).

e Lentigines et surdité : Une étude a montré que les lentigines des patients SN-LM
contiennent une plus grande proportion de mélanosomes (organites dans lesquels sont
synthétisées les mélanines) et que ces mélanosomes sont également de plus grande taille. De
facon intéressante, les auteurs associent cette augmentation d’activité des mélanosomes a
I’"hyperactivation de la voie PI3K/AKT (Motegi et al., 2015). Bien que la physiopathologie de la
surdité n’ait jamais été explorée, il est intéressant de noter qu’une population de mélanocytes
participe au fonctionnement de I'oreille interne et qu’une corrélation existe entre anomalies
de pigmentation et surdité. Un mécanisme commun pourrait donc étre impliqué dans ces

deux symptomes.

Ainsi I’'ensemble de ces données démontre que la dérégulation de I'activité de SHP2, en positif

ou en négatif, a des conséquences physiopathologiques importantes (Figure 25).
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Figure 25 : Association déséquilibre catalytique de SHP2 et maladies

La perte d’expression de SHP2 provoque la Métachondromatose (MC), son hypoactivation le
Syndrome de Noonan avec Lentigines Multiples (SN-LM), son hyperactivation le Syndrome de
Noonan (SN) et une hyperactivation encore plus forte les Leucémies Myélomonocytaires
Juvéniles (LMMJ).

I1l. SHP2 et maladies auto-immunes

SHP2 est connue pour augmenter le statut pro-inflammatoire dans plusieurs contextes
pathologiques. C’est notamment le cas au niveau d’'une maladie auto-immune, le lupus
érythémateux systémique, qui a été montré pour étre associé a une augmentation de I'activité
de SHP2 dans les cellules sanguines mononuclées périphériques (Wang et al., 2016). De plus,
I'inhibition de SHP2 augmente la survie d’'un modéle murin de lupus en diminuant la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires. Dans un autre contexte, I'expression de SHP2 est augmentée
dans des BMDM de souris avec une inflammation pulmonaire aigué et son inhibition diminue
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Zhao et al., 2016). Il a récemment été montré
qu’un modele d’endotoxémie chez le poisson zébre induit une importante létalité suite a une
augmentation de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, le traitement avec un inhibiteur
de SHP2 (11a-1) réduit drastiquement |'expression des cytokines pro-inflammatoires et
diminue presque totalement la |étalité induite par le LPS avec un effet encore plus prononcé

gu’un traitement immunosuppresseur a base de corticostéroides (Hsu et al., 2018).

Plusieurs études émettent un parallele entre le SN et les maladies auto-immunes. En effet,
plusieurs cas de patients SN atteints de maladies auto-immunes en particulier de Lupus
Erythémateux Systémique (LES) et de Thyroidite auto-immune ont été rapportés (Tableau 3).
Cette association semble importante puisque dans une étude regroupant 37 patients SN, 14%

d’entre eux présentent des désordres auto-immuns alors que la fréquence de maladies auto-
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immunes dans la population générale aux Etats-Unis est de 5 a 8% (Quaio et al., 2012).
Malheureusement, le manque de test génétique dans ces études ne permet pas de faire

d’association entre les maladies auto-immunes et les mutations de SHP2.

Tableau 3 : Liste des cas cliniques de patients atteints a la fois de SN et de maladies auto-immunes
(NT : Non Testé ; LES : Lupus Erythémateux Systémique)

Cas Sexe Géne muté Maladie auto-immune Référence
11 ans Male NT LES Alanay et al., 2004
20 ans Male NT LES Martin et al., 2001
5 ans Femelle Non Ptpnl1l LES Lopez-Rangel et al., 2005
24 ans Femelle NT LES Cerpa-Cruz et al., 2013
3 ans Femelle Kras LES Leventopoulos et al., 2010
28 ans Male NT LES, thvro'idite auto- Lisbona et al., 2009

immune

26 ans Femelle NT LES, maladie cceliaque, Amoroso et al., 2003

thyroidite auto-immune

32 ans Femelle Ptpn11F25/* LES, thyrmdlt& auto- Quaio et al., 2012
immune
54 ans Male Ptpn11 Moo/ Vitiligo Quaio et al., 2012
8 ans Femelle Ptpn11Ye&:</* Maladie cceliaque, Quaio et al., 2012
thyroidite auto-immune

8 ans Femelle Ptpn110w0ea/ Syndromeh a‘nti- Quaio et al,, 2012
phospholipide

12 ans Femelle NT Svndrome. a.ntl- Yamashita et al., 2004
phospholipide

6 ans Femelle Ptpn11™*®"  Hepatite auto-immune Loddo et al., 2015

Cependant, il a récemment été montré dans un modele souris de LES que I'activité de SHP2
est fortement augmentée dans cette maladie (Wang et al., 2016). Ces auteurs montrent
également que l'inhibition de SHP2 diminue la production de cytokines associées au LES,
réduit la taille de la rate, diminue les |ésions de la peau améliorant ainsi la survie. Les auteurs
identifient donc SHP2 comme un régulateur critique de la pathogénése du LES et une

potentielle cible thérapeutique.

IV. SHP2 et métabolisme

Comme nous I'avons vu précédemment, SHP2 est fortement impliquée dans le métabolisme,
gue ce soit au niveau de |'adiposité, de la dépense énergétique ou encore du métabolisme
glucidique. Ainsi, plusieurs études montrent que les patients SN et SN-LM (avec mutation de
PTPN11) présentent un IMC diminué (Binder et al., 2012; Malaquias et al., 2012).
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Récemment, des travaux du laboratoire ont caractérisé un modeéle murin du SN-LM qui porte
la mutation T468M a |'état hétérozygote. Dans ce modele, les animaux ont une adiposité
réduite et sont résistants a I'obésité quand nourris avec un régime gras. Cette adiposité
réduite est associée avec une adipogénése défectueuse, une augmentation de la dépense
énergétique ainsi qu’une augmentation de I'activité et de la biogénése mitochondriale. La
réduction de I'adiposité étant réversée suite a un traitement par un inhibiteur de MEK, cela
suggere que I'hyperactivation de la voie RAS/MAPK est responsable de ce phénotype (Tajan
et al., 2014).

Cette caractérisation a également mis en évidence une hyperphosphorylation d’AKT au niveau
du foie, des muscles et des tissus adipeux blancs sous stimulation a I'insuline induisant une
augmentation de l'uptake de glucose et une meilleure sensibilité a I'insuline (Tajan et al.,

2014). L’hypoactivation de SHP2 semble donc avoir un réle positif sur la sensibilité a I'insuline.

Ainsi, étant donnés les nombreux réles de SHP2 dans la régulation du métabolisme glucidique,
on peut se demander si elle pourrait participer a I'apparition de I'obésité et/ou des désordres
associés comme l'insulino-résistance ou le diabéte de type 2. En effet, nous avons vu
précédemment que SHP2 est surexprimée (et possiblement hyperactive) dans le foie et les
tissus adipeux en situation d’obésité (Bettaieb et al., 2011; Nagata et al., 2012). De facon
intéressante, des polymorphismes de PTPN11 ont été liés au niveau plasmatique de lipides
(Jamshidi et al., 2007; Lu et al., 2008; Jia et al., 2013), et PTPN11 fait également partie des 25
génes associés au syndrome métabolique (Kraja et al., 2014) suggérant un réle de SHP2 dans

la survenue de I'insulino-résistance liée a I'obésité.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX
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Résultats expérimentaux

SHP2 plays a direct role in inflammation-triggered insulin resistance

l. Introduction

Comme nous l'avons présenté dans I'introduction, comprendre les mécanismes de I'insulino-
résistance, en tant que cause majeure du DT2, est un enjeu de santé publique afin d’identifier
des cibles thérapeutiques potentielles pour traiter la cause, et non les conséquences de cet
état. L'état de I'art sur la tyrosine phosphatase SHP2 nous permet d’envisager qu’elle puisse
étre une cible prometteuse dans ce contexte. En effet, outre son implication cruciale au cours
du développement, de nombreuses études montrent un réle prépondérant, mais complexe,
de SHP2 dans la régulation du métabolisme glucidique. Cette phosphatase intervient dans la
signalisation insulinique, participe a la biosynthése d’insuline dans le pancréas et régule
positivement la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline au niveau du muscle mais
négativement au niveau du foie. De plus, les précédents travaux de |’équipe ont montré qu’un
modeéle murin exprimant une forme hypoactive de SHP2 (souris SN-LM) présente une
meilleure tolérance au glucose associée a une hyperactivation de la voie PI3K en réponse a
I'insuline. Ces données suggérent, a I’échelle de I'organisme, un réle négatif de SHP2 dans la
régulation du métabolisme glucidique et la possibilité qu’elle puisse promouvoir I'insulino-
résistance. A I'appui de cette hypothése, plusieurs études ont rapporté que I'expression de
SHP2 était induite en situation d’obésité au niveau du foie, et du tissu adipeux. Cependant, il
reste a démontrer si et comment SHP2 joue un rdle dans le développement de I'insulino-

résistance.

Pour aborder cette question, nous avons choisi de tirer parti d’'une maladie génétique,
appelée le syndrome de Noonan, causée par une mutation hyper-activatrice de SHP2. Les
maladies génétiques, véritables « expériences de la nature », représentent en effet des
conditions uniques pour évaluer le potentiel physiopathologique d’une protéine et évaluer
I'impact au long terme de sa manipulation dans un systéme pertinent au regard de la maladie

humaine.
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L’étude du métabolisme glucidique de patients atteints de ce syndrome, de pair avec I’analyse

d’'un modéle murin de cette maladie, nous a permis de déterminer l'impact de

I’hyperactivation de SHP2 dans le développement de I'insulino-résistance et les mécanismes

mis en jeu. Les résultats obtenus sont regroupés sous la forme d’un manuscrit qui sera tres

prochainement soumis pour publication.

Il. Résultats

SHP2 plays a direct role in inflammation-triggered insulin resistance.
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Abstract

With a constantly growing number of affected patients, identifying potent therapeutic
strategies for type 2 diabetes represents a major challenge ahead. Within the ominous octet
synergizing to hyperglycemia, resistance of peripheral tissues (i.e. liver, muscle and adipose
tissue) to insulin action is a key event in diabetes onset. Therefore, therapeutic strategies
aiming at restoring insulin sensitivity are highly relevant, with the prerequisite of
understanding insulin resistance-promoting mechanisms. Some data evidenced the tyrosine
phosphatase SHP2 plays key roles in the regulation of glucose metabolism in several models.
However, whether SHP2 can promote insulin resistance and be a therapeutical target is
unknown. Using Noonan syndrome (NS), a rare disease caused by activating mutations of
SHP2, as a system model, we found that activating SHP2 mutations triggers glucose
intolerance both in human and in mice. This phenotype is uncoupled from unbalanced lipid
management (e.g. obesity, ectopic lipid deposits), but correlates with constitutive
inflammation of metabolic tissues. Importantly, strategies aiming at reverting
metaflammation in NS mice, by the mean of wild type (WT) bone marrow transplantation or
clodronate-mediated macrophage depletion, improved glucose tolerance. Mechanistically,
we identified that activating SHP2 mutation curves macrophage behaviour towards a pro-
inflammatory phenotype. Supporting a primary role of SHP2 hyperactivation in promoting
inflammation-triggered insulin resistance, oral treatment of obese/diabetic mice with the
SHP2 inhibitor SHP099 reverted their glucose intolerance, while reducing the inflammation of
their metabolic tissues. Taken together these results reveal SHP2 activation directly promotes
inflammation-triggered insulin resistance and modulation of SHP2 activity has an important

impact on glucose homeostasis in vivo.
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Introduction

Despite reaching an epidemic status worldwide, type 2 diabetes (T2D) still misses
efficient and specific therapeutic strategies because of its multifactorial origin. Indeed, many
defects -the so-called ominous octet- contribute to T2D-causing hyperglycemia: decreased
insulin/increased glucagon secretion by pancreas, decreased incretin effect at intestine level,
increased hepatic glucose production (HGP), neurotransmitter dysfunction, decreased glucose
uptake by the muscle, increased lipolysis by adipose tissue and increased renal glucose
reabsorption. So far, most of the available treatments are symptomatic, aiming to reduce
hyperglycemia, either by improving insulin sensitivity in peripheral tissues (e. g. metformin,
thiazolidinediones), stimulating insulin secretion (e.g. GLP1 agonists, sulfonylureas) or glucose
excretion (e.g. SGLT2). However, these glucose-lowering therapies are often associated to

adverse effects, notably hypoglycemia, weight gain and liver toxicity (Zheng et al., 2018).

A major challenge ahead is to develop therapeutic stategies that could target the
causal mechanism(s) of the disease. While behavioural management of obesity/excess weight
has proven to efficiently prevent T2D, drug-based therapies represent an important,
sometimes necessary, alternative. In this setting, resistance of peripheral tissues to insulin
action is a key event in diabetes onset, so that therapeutic strategies aiming at restoring
insulin sensitivity are highly relevant, with the prerequisite of understanding insulin

resistance-promoting mechanisms.

The tyrosine phosphatase SHP2, encoded by the PTPN11 gene, has been identified as
a master regulator of glucose metabolism. SHP2 is a ubiquitous protein tyrosine phosphatase
that regulates, negatively but also positively, key signalling pathways (e.g. RAS/MAPK,
PI3K/AKT) in response to a wide range of growth factors, cytokines and hormones, thereby
playing pleiotropic functions during development and homeostasis (Tajan et al., 2015). In vitro
studies have shown that SHP2 negatively regulates insulin signaling, where it can
dephosphorylate the PI3K binding sites borne by IRS1 or promote ERK1/2 -dependent IRS1
phosphorylation, both resulting in PI3K/AKT signaling downregulation (Lima et al., 2002;
Myers et al.,, 1998). However, tissue-specific invalidation of Ptpnll in mice aiming at
elucidating the role of SHP2 in glucose metabolism regulation in vivo gave rise to contradictory
results. Indeed, SHP2 knock out in liver improved insulin sensitivity, but its invalidation in

muscle, pancreas or brain impaired glucose metabolism, possibly because of different
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pathophysiological mechanisms (e.g. obesity in central SHP2 invalidation, ectopic lipid
deposits in muscle KO, differential signaling defects in liver vs muscle KO) (Banno et al., 2010;
do Carmo et al., 2014; Krajewska et al., 2008; Maegawa et al., 1999; Princen et al., 2009; Zhang
et al., 2004; Zhang et al., 2009). However, systemic expression of a hypoactive mutant of SHP2
resulted in improved insulin sensitivity, suggesting a global role of SHP2 in promoting insulin
resistance (Tajan et al., 2014). Supporting this hypothesis, SHP2 overexpression has been
detected in metabolic tissues of several animal models of obesity/diabetes, possibly in line
with the feeding/fasting status and SHP2 association with IRS1 negatively correlates with AKT
phosphorylation in animal models of insulin resistance (Ahmad and Goldstein, 1995; Bettaieb
et al., 2011; Bonini et al., 1995; Lima et al., 2002; Nagata et al., 2012). In addition, PTPN11 has
been identified as one of the 25 candidates for metabolic syndrome in human (Kraja et al.,

2014).

A powerful approach to firmly establish the role of a protein in a pathology and the
potency of its targeting is to take advantage of genetic diseases. Indeed, as unique conditions
being caused by single genetic events, they can be highly invaluable to assess the
pathophysiological power of a gene product and can provide important insights into the
effects of manipulating specific proteins or pathways in a system that is directly relevant to
human diseases. Therefore, such ‘experiments of nature’ can highlight powerful targets,

predict potential adverse long-term effects and provide insights into treatment indication.

Thus, to understand the role of SHP2 in the pathophysiology of insulin resistance, we
used Noonan syndrome (NS) as a system model. NS is a relatively frequent (1/2000 live birth)
autosomal dominant genetic disease characterized by a distinctive phenotypical triad,
associating cranio-facial features, cardiopathies, and growth retardation, as well as
predisposition to myeloproliferative disorders (i.e. juvenile myelomonocytic leukaemia,
JMML). NS is mainly caused by activating mutations of SHP2, representing a valuable model

to assess the consequences of systemic SHP2 hyperactivation (Tajan et al., 2018).

In this study, we explored the metabolic status of NS, both in NS patients carrying
mutations on PTPN11, and in a mouse model of the disease, heterozygously expressing the
D61G mutant of SHP2 (SHP2P%16/+) (Araki et al., 2004). Our data highlights that hyperactive
SHP2 mutants promote an insulin resistance condition uncoupled from unbalanced lipid

management and triggered by constitutive metaflammation, through direct alterations of
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macrophage behaviour. Consistent with this direct role of SHP2 in promoting inflammation-
mediated insulin resistance, SHP2 pharmacological inhibition improves glucose tolerance and

reduces inflammation in obese/diabetic mice.
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Figure 1: Systemic SHP2 hyperactivation is associated to glucose intolerance

(A-C) NS-PTPN11 patients and age and gender-matched normal weight, lean and obese patients
were subjected to OGTT. (A) OGTT curve. (B) Insulinemia curve. (C) Scatter plots of normalized
2hr glycemia/Z-BMlI. Values are expressed as mean + SEM, n=13-39 in each group, mixed model,
*p< 0,05, for NS versus normal weight. (D-H) Phenotyping of NS Ptpn11P%%* mice. (D) Oral
glucose tolerance test on 10-12 week-old WT and NS animals. (E) Fasting and Glucose-induced
insulinemia during OGTT. (F) Insulin immunofluorescence on pancreas section. (G) Insulin
tolerance test on 10-12 weeks WT and NS animals (H) Immunoblotting in hepatic and muscle
tissue after insulin injection (10 min) in 6 hr fasted WT and NS mice (20 weeks old) on normal
diet. (I, J) NS and WT animals were subjected to a hyperinsulinemic euglycemic clamp and
glucose infusion rate was determined (1), then glucose uptake was measured in gastrocnemius
(GAS) and soleus (sol) muscles, and in subcutaneous (SC) and perigonadal (PG) adipose tissues
(J). Values are expressed as mean + SEM, n= 9-12 in each group, *p< 0,05,**p< 0,01, ***p<
0,001, Bonferroni post test when 2-way ANOVA was significant or unpaired Student t-test when
necessary.
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Results

Systemic expression of hyperactive SHP2 is associated to glucose intolerance and insulin

resistance

To get first insights into the metabolic impact of SHP2 hyperactivation, we analyzed clinical
data of a cohort of 21 paediatric patients with NS with genetic confirmation for PTPN11
mutation (Table S1). Body mass index (BMI) was significantly lower in NS-PTPN11 patients
when compared to age and gender-matched subjects (control), confirming previous results
(Cessans et al., 2016). Fasted glycemia and fasted insulinemia were in the normal range. When
challenged for oral glucose tolerance test (OGTT), NS-PTPN11 patients displayed similar rise
in glycemia and insulinemia as normal weight subjects (Tables 1 and S2). However, normalized
(i.e. expressed as % of fasted value) glycemia kept more elevated after 2hrs and normalized
2hrs insulinemia was also increased in NS-PTPN11 patients (Figure 1A and 1B, Tables 1 and
S2). Global analysis of the glycemia and insulinemia profiles revealed a significant difference
between NS-PTPN11 patients and age- and gender-matched normal weight subjects (Figure 1
A and B). We next compared the metabolic profile of NS-PTPN11 patients to the one of obese
patients. As expected, obese patients displayed increased fasted glycaemia, as well as
significantly higher fasted insulinemia, resulting in higher HOMA-IR and QUICKI (Tables 1 and
S1). Despite diametrically opposite BMI values in NS-PTPN11 and obese patients, 2hrs
glycemia and 2hrs insulinemia, as well as normalized parameters, remained high in the 2
groups compared to normal weight subjects, and their glycemia curves were very similar
(Figure 1A-B, Tables 1 and S1). Thus, these results reveal that NS-PTPN11 patients present
similar features of glucose intolerance as obese subjects despite opposite BMI, although
neither NS-PTPN11 nor obese patients displayed obvious impaired fasted hyperglycemia
levels or impaired glucose tolerance (IGT) (Figure 1C). Importantly, this profile was not
observed in a small group of lean, BMI-matched subjects, who displayed fasted hyperglycemia
but normalized their glycemia during OGTT as efficiently as normal weight individuals (Tables

1 and S1).

We next assessed glucose management in SHP2P616/+ mice (referred to as NS mice). For this,
10-12-week-old WT and NS animals were first assayed for OGTT. Upon normal chow, NS
animals displayed normal fasted glycemia but significantly decreased glucose tolerance when

compared to their WT littermates (Figure 1D, B). Glucose intolerance pattern was also found
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in 20-old NS mice, although to a lesser extent (Figure S1A). Fasted insulinemia and glucose-
induced insulinemia were similar between both groups, as was insulin immunostaining of
pancreas section (Figure 1E, F). However, insulin tolerance test revealed insulin intolerance in
NS animals (Figure 1G) and insulin-evoked AKT phosphorylation was markedly decreased in
metabolic tissues from NS mice (Figure 1H). Then, whole-body glucose utilization was
determined in conscious mice during a euglycemic-hyperinsulinemic clamp. Glucose infusion
rate (GIR) was half reduced in NS mice compared to WT littermates, which came along with
decreased glucose uptake in muscle (Fig. 11, J). This reduced response to insulin stimulation

was normalized when using higher dose of insulin (Figure S1B-D).

Altogether, these results reveal that systemic expression of hyperactive SHP2 is associated to

glucose intolerance and insulin resistance in mouse and human.

Table 1: OGTT parameters of NS-PTPN11 patients and lean, normal weight and obese individuals

NS lean NS/lean.p  Normal weight NS/norm.p obese NS/obese.p
n 10 8 = 30 = 30 =
Male-Female (% of female) 6-4 (40) 4-4 (30.0) 1.000 18-12 (40) 1.000 18-12 (40) 1.000
Age (years) (mean (sd)) 11 (341) 14.09 (342) 0.075 12.23 (2.56) 031 11.31 (2.88) 08
Z-BMI (mean (sd)) -0.72 (1.07) -1.32 (0.36) 0.12 0.36 (0.54) 0.01 3.89 (0.81) <0.0001
Fasted Glyceamia (SI) (mean (sd)) 450 (0.58) 494 (0.53) 0.2 474 (051) 0.46 483 (0.37) 023
Fasted Insulinemia (SI) (mean (sd)) 49.16 (35.1) 58.08 (37.44) 0.62 4813 (30.36) 0.94 107.02 (7542) 0.003
2hr Glyceamia (SI) (mean (sd)) 529 (1.34) 5.05 (1.19) 0.68 465 (0.74) 018 5.33 (0,93) 0.94
2hrInsulinemia (SI) (mean (sd)) 258.35 (145.75) 19055 (18896) 048 1027 (107.96) 0.07 32338(34016) 048
Normalized 2hr Glyceamia (36))(mean (sd)) 11676 (33.13) 102.90 (25.48) 0.33 99.25 (19.41) 0.14 11022 (17.14) 0.56
Normalized 2hr Insulinemia (%) (mean (sd))  478.04 (242.74) 339.06 (273.83) 036 25600 (239.04) 011 30474 (199.03) 019
HOMA-IR (mean (sd)) 154 (1.2) 192 (143) 0,56 15 (1.04) 0.93 3.34 (2.35) 0.005
QUICKI (mean (sd)) 016 (0.02) 016 (0.02) 0.52 0.16 (0.02) 0.94 0.14 (0.01) 0.017

Hyperactive SHP2-associated glucose intolerance is not due to adipose tissue dysfunction

It is well established that glucose intolerance/insulin resistance can arise from adipose tissue
dysfunction, resulting in ectopic lipid deposits in metabolic tissues (e.g. liver, muscle) and
lipotoxicity. Such  situation classically occurs during obesity but also in
lipoatrophic/lipodystrophic diseases, because adipose tissue storage capacities are
outreached or insufficient, respectively. We thus explored adiposity and lipid distribution in
NS-PTPN11 patients, and found they displayed lower-than-average adiposity. Plasma
triglycerides and LDL were in the normal range, but cholesterol and HDL levels were
significanly reduced. Further analysis revealed that almost all patients have hypoleptinemia,
in accordance with their reduced adiposity (Table S1). SHP2P516/+ mice displayed reduced body
weight as well as decreased absolute fat and lean masses when compared with their SHP2*/*

littermates, consistent with their short stature (Figure S2A-D). Interestingly, while lean mass

104



proportion was similar in both genotypes, fat proportion was significantly reduced in NS
animals, as was the weight of perigonadic fat pads and leptinemia, highlighting reduced
adiposity (Figure 2A-C). The differences in weight, body composition, and leptinemia were
further enhanced when animals were high fat-fed, suggesting that NS animals were resistant
to high-fat diet (HFD)-induced obesity (Figure S3A-D). Importantly, high-fat fed NS and WT
mice display similar glucose and insulin intolerance, although WT, but not NS mice,
developped fasted hyperglycaemia and hyperinsulinemia (Figure S3E-H). Plasma triglycerides
of NS mice were normal under standard diet or HFD (Figures 2D and S3l). In contrast,
cholesterol levels were significantly lower in NS mice due to lower HDL levels, and free fatty
acids were similar in WT and NS animals, whatever the diet was (Figures S2E-H and S3l).
Triglyceride quantification in metabolic tissues from NS mice showed normal or reduced lipid
deposits in muscle and liver, respectively (Figure 2E-G), a difference that widened upon HFD
(Figure S3J, K). Altogether, these data reveal that NS condition is associated to reduced
adiposity, normal or lower-than-average plasma lipids and reduced ectopic lipids deposits,
suggesting that hyperactive SHP2-triggered glucose intolerance/insulin resistance is not
caused by defects in lipid storage and subsequent lipotoxicity.

Figure 2: Hyperactive SHP2 -

associated insulin resistance is not
related to impaired lipid metabolism

(A) WT and NS mice have been kept in
normal diet, and their proportion of
fat mass has been measured with
EchoMRI at different ages. (B-E) At 20
weeks of age, overnight fasted
animals were euthanized and the
following analyses were performed.
(B) Weight of different tissues, (C)
Leptinemia determined by ELISA, (D-
F) Triglycerides quantification in
plasma, muscle, and liver. (G) Red oil
O staining on liver sections and
quantification.

Values are expressed as mean + SEM
n= 8-12 in each group * p<0.05, ***
p<0.001, Mann & Whitney test.
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Reduced adiposity, but not glucose intolerance, is reverted by chronic MEK inhibition.

Itis well known that a large part of SHP2’s biological activity relies on its capability to promote
RAS/MAPK activation. Consistently, works over the past years performed in patient cells or in
mouse models have clearly demonstrated that NS-PTPN11-associated clinical traits, including
cardiopathies, cranio facial defects or growth retardation are causally linked to RAS/MAPK
hyperactivation (Araki et al., 2009; Araki et al., 2004; De Rocca Serra-Nedelec et al., 2012; Lee
et al., 2014; Nakamura et al., 2007; Nakamura et al., 2009; Wu et al., 2011). We thus
investigated whether RAS/MAPK hyperactivation also promotes the metabolic phenotype
found in the SHP2P51¢/* mice. Chronic treatment with PD0325901 efficiently reduced ERK1/2
hyperphosphorylation in those animals (Figure S5A). This treatment resulted in a significant
increase in body weight, fat mass and leptinemia of NS mice (Figure S5B-D). In contrast,
glucose intolerance was not improved in PD0325901-treated NS mice compared to vehicle-
injected animals (Figure S5E). Thus, these results suggest that the impaired glucose tolerance
promoted by hyperactive SHP2 is not due to RAS/MAPK hyperactivation, and further

exemplify the uncoupling between adiposity and glucose intolerance in this model.

Hyperactive SHP2 mutant drives a pro-inflammatory phenotype in the metabolic tissues

It is well established that low-grade inflammation can drive glucose intolerance and insulin
resistance, for instance in an obesity setting and also in chronic inflammatory conditions
(Bahtiyar et al., 2004; Wellen and Hotamisligil, 2005). Because several reports have shown
that SHP2 can drive a pro-inflammatory phenotype (Tao et al., 2014; Xu et al., 2017; Zhao et
al., 2016), we assessed the inflammatory status in metabolic tissues from SHP2P%1¢/* mijce.
Gene expression analysis revealed a significant increase of several immune cell markers (CD45,
CD8), in particular macrophages (F4/80, CD11b, CD11c), notably in liver and white adipose
tissue (WAT), as well as an upward trend for gene expression of several pro-inflammatory
cytokines (116, 1113, MCP1, TNFa) (Figure 3A, S4A-C). Chronic treatment with PD0359201 did
not modify this inflammatory profile (Figure S5F). Plasma IL6 and TNFa followed a similar
pattern, associated to higher circulating leucocytes and monocytes (Figure 3B and C).

Quantification of pro-inflammatory macrophages (F4/80+, CD11b+, CD11c+ cells) in stromal
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fractions from WAT, muscle and liver by flow cytometry (Figure 3D-F) confirmed significant

pro-inflammatory macrophage infiltrates in the different metabolic tissues of NS mice.

A B

Figure 3: Mice with hyperactive SHP2 display a metaflammation phenotype

(A) Expression of inflammation markers was quantified by gqRT-PCR on liver, white adipose tissue and
muscle from 20 week-old WT and NS mice. (B) Leucocytes and monocytes quantification using a blood
analyzer. (D-F) Quantification by flow cytometry of F4/80+ and CD11c+ cells (defined as viable CD45+,
F4/80+ and CD11b+) from liver (D), muscle (E) and WAT (F) derived stromal cells from WT and NS mice.
Values are expressed as mean + SEM n=7-10 in each group, *p< 0,05, **p< 0,01. Student t-test.

Reduction of metainflammation alleviates glucose intolerance in SHP2P61¢/+ mice.

As a first attempt to evaluate if this inflammatory profile contributes to glucose intolerance in
SHP20616/+ mice, we performed bone marrow (BM) transplantation (Figure 4A, B).
Repopulation of NS mice with WT BM (NW) resulted in a significant reduction of the
inflammatory markers in the metabolic tissues, associated with a reduction of IL6 and

TNFa levels (Figure 4C-E). Interestingly, this decreased metaflammation came along with an
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improvement of the glucose tolerance of NW mice when compared to NS reconstituted (NN)
animals (Figure 4F, G), suggesting that SHP2P%6/* hematopoietic cells were necessary to

promote glucose intolerance.

Figure 4: The glucose intolerance phenotype of SHP2P%*/* mice is transferred with hematopoietic cells

(A) Scheme of bone marrow transplantation (BMT). At 10 weeks of age, WT and NS recipient mice were
irradiated, then repopulated with WT or NS bone marrow cells. (B) Representative genotyping using
DNA from blood or tail as templates. (C-G) Comparison of WN vs WW mice: mRNA expression of tissues
inflammation markers (C), cytokine plasma levels (D, E), OGTT (F, G). (H-L) Comparison of NW vs NN
mice: mRNA expression of tissues inflammation markers (H), cytokine plasma levels (I, J), OGTT (K, L).
Values are expressed as mean + SEM n=8-14 in each group, 2- way ANOVA with Bonferroni post test
when 2-way ANOVA was significant for OGTT curve and unpaired Student t-test, *p< 0,05, **p< 0,01,
*** p<0,001.

Conversely, transplantation of NS BM in WT mice (WN) significantly increased their
inflammatory status (Figure 4H-J), which was associated with an impairement of their glucose

tolerance (Figure 4 K, L), suggesting that SHP2P®16/* hematopoietic cells can trigger glucose
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intolerance in a WT environment. Of note, the difference between WN and WW shrunk over
time, possibly because of a repopulation with host hematopoietic cells or as a result of the

important fat mass gain (data not shown).

Figure 5: Macrophage depletion reverses glucose intolerance in SHP2°%%/* mice

NS mice were injected with clodronate or vehicule over a 10 days period, then the following analyses
were performed. (A) Oral glucose tolerance test. Values are expressed as mean + SEM, n=8-10 in each
group 2- way ANOVA with Bonferroni post test, **, p<0,01, *** p< 0,001 for WT versus NS, §, p<0,05,
8§, p<0,01, §§§ p<0,001 for NS-vehicle versus NS-clodronate, and Student t-test for AUC values. (B)
Fasted glyceamia was measured. (C) mRNA expression of inflammation markers was determined by
gRT-PCR in tissues from clodronate-treated NS mice compared to PBS-injected NS animals. (D)
Quantification of F4/80+ and CD11c+ cells (defined as viable CD45+, F4/80+ or viable CD45+, F4/80+
and CD11b+) in stromal fractions from liver, WAT (SC: subcutaneous and PB: perigonadic) and muscle
after clodronate treatment. Values are expressed as mean + SEM, n=4 in each group, unpaired
Student t-test, *p< 0,05, **p< 0,01. (E) Insulin-evoked AKT phosphorylation in liver, muscle and WATs
from WT and NS mice injected with vehicle or clodronate. (F) Quantification of phospho-AKT western
blots. Values are expressed as mean + SEM, n=4-5 in each group, unpaired Student t-test, *p< 0,05,
*¥p< 0,01, ***, p<0,001.
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We next assessed the specific role of macrophages on NS-associated glucose intolerance.
Macrophage depletion by the mean of clodronate injection had no effect on WT animals (data
not shown), but significantly improved glucose tolerance of NS mice (Figure 5A) at least in part
through an effect on fasted glyceamia (Figure 5B). Expression of inflammation markers was
markedly reduced in the liver, and to a lesser extent in the adipose tissue, of clodronate-
treated NS mice, but not in their muscle (Figure 5C). Moreover, clodronate almost abolished
F4/80+ and CD11c+ cells infiltration in the liver and strongly reduced it in the perigonadal
adipose tissue, but had no effect on CD11c+ cell infiltrate in muscle or in subcutaneous WAT
(Figure 5D). Consistent with this, insulin-evoked AKT phosphorylation was restored in the liver
but not in the muscle of clodronate-treated SHP2°%1¢/* mice, while this parameter was very
heterogeneous in subcutaneous and perigonadal WAT (Figure 5E, F). Since perigonadal AT has
a limited contribution on whole-body glucose uptake (Figure 1)), the improvement of glucose
tolerance upon clodronate treatment may be limited to a specific effect on insulin sensitivity
in the liver, possibly through restored HGP suppression, which could also explain the strong
effect of clodronate treatment on fasted glycemia. Altogether, these results demonstrate that
the metaflammation phenotype displayed by SHP2P1¢/* mice is responsible, at least in part,

for their glucose intolerance.

Hyperactive SHP2 shifts macrophage identity towards a pro-inflammatory profile.

We next investigated the direct impact of hyperactivating SHP2 mutation on macrophage
function. To this aim, bone marrow derived macrophages (BMDMs) were prepared from WT
and SHP2P61¢/* mijce. Expression of pro-inflammatory markers was significantly increased
(Figure 6A), suggesting that activating SHP2 mutation curves macrophages towards a pro-
inflammatory phenotype. We next assessed macrophage activation following LPS treatment
by monitoring p65 phosphorylation and iKB accumulation over time by western blot. As shown
in Figure 6B and C, BMDMs derived from SHP2P516/* mice were pre-activated and more

sensitive to LPS stimulation than WT BMDMs.

We next performed an in depth characterization of macrophages, F4/80 positive cells, from
liver stromal fraction, using single cell RNA sequencing. Among the differentially expressed

genes, several markers of macrophage differentiation and (Egrl, Jun, Fos) were down-
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regulated in NS, and markers of Kupffer cells (Clec4f, Vsig4, Fabp7) and of activated
macrophages (Fcna, Cd163, Cd5l) were upregulated. Interestingly, upregulated genes were
found in a NS-specific cluster of cells (cluster 6) that also express surface markers of recruited
hepatic macrophages (C1qa, C1gc, Apocl, Tim4d). Ingenuity pathway analysis of differentially
expressed genes suggested cluster 6 has LXR/RXR pathway and complement signature, which
are associated to maintenance of Kuppfer cells identity and macrophage activation and
survival. Altogether, these results reveal expression of hyperactive SHP2 mutant changes

hepatic macrophage behavior, which could account for the associated metaflammation.
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Figure 6: Hyperactive SHP2 mutant shifts macrophages towards a proinflammatory phenotype

(A-C) BMDM were prepared from WT and NS mice and differentiated during 1 week. (A) mRNA
expression of inflammation markers was determined by qRT-PCR. (B) After overnight starvation, BMDM
were treated for indicated time with LPS (1ng/mL), then p65 phosphorylation and iKB expression were
assessed by western blot. (C) Quantification of p65 phosphorylation, values are expressed as mean +
SEM, 2-way ANOVA with Bonferroni test post test, when 2-way ANOVA was significant, or unpaired
Student t-test when necessary, *p< 0,05, **p< 0,01, ***, p<0,001. (D-F) F4/80+ cells were isolated from
liver stromal fractions from WT and NS mice (pool of 6 animals per condition) then processed for single
cell RNA sequencing. (D) t-SNE diagram. (E) Heat-map of differentially expressed genes in the entire
population. (F) Heat-map of differentially expressed genes in the different clusters. 112



Pharmacological inhibition of SHP2 improves glucose tolerance and reduces

metaflammation in obese/diabetic mice.

Given the primary role of hyperactive mutant of SHP2 in promoting inflammation-driven
glucose intolerance, we next hypothezised that SHP2 inhibition could improve carbohydrate
metabolism in non-genetic, chronic metabolic diseases. For this, high fat fed, obese/diabetic
mice were taken as a standard model of insulin resistance associated to low-grade
inflammation of their metabolic tissues. These mice were treated with a specific, orally
bioavailable SHP2 inhibitor for 2 weeks, or the vehicle as a control, and their glucose tolerance
was assessed. Both groups were indistinguishable in term of weight, adiposity, fasted glycemia
and glucose intolerance profile prior to the treatment (Figure S6). Quite strikingly, SHP099
treatment significantly improved glucose tolerance, fasted glycemia and fasted insulinemia
(Figure 7A-C), without modifying body weight and composition (Figure 7D-F), although liver
weight was significantly reduced (Figure 7G). Importantly, metaflammation was decreased in
SHP099-treated mice, as demonstrated by reduced inflammation markers in metabolic tissues
(Figure 7H, 1). Altogether, these results highlight that SHP2 inhibition can improve glucose

tolerance, possibly by reducing the inflammatory load of the metabolic tissues.
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Figure 7: Pharmacological inhibition of SHP2 improves glucose intolerance in obese/diabetic mice

HFD fed C57B6 animals were treated by oral gavage with SHP099 (50mg/kg/d) or vehicle as a control
during 2 weeks and the following analyses were performed. (A-D) post treatment OGTT with glycemia
curve and AUC (A), fasted glycemia (B), fasted and glucose-induced insulinemia (C). (D-G) post
treatment body composition with weight (D), fat (E) and lean (F) mass proportions, liver weight (G). (H,
1) Expression of inflammation markers was quantified by gRT-PCR on liver, white adipose tissue and
muscle (H) and flow cytometry analysis of stromal fraction from subcutaneous WAT (). Values are
expressed as mean + SEM n=8-14 in each group, 2- way ANOVA with Bonferroni post test when 2 way
ANOVA was significant for OGTT curve and unpaired Student t-test, *p< 0,05, **p< 0,01, ***, p<0,001.
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Discussion

In this study, we identified for the first time an adipose tissue-independent, inflammation-
driven insulin resistance mediated by SHP2 hyperactivation. Indeed, consistent with previous
results showing that a mouse model expressing a hypoactive mutant of SHP2 displays
improved glucose tolerance and insulin sensitivity (Tajan et al., 2014), we hereby demonstrate
that systemic SHP2 overactivation results in insulin resistance in human and in mouse model,
suggesting that SHP2 has a global negative function on glucose metabolism. These results are
at odds with the different tissue-specific KO or Kl of SHP2 developed so far which highlighted
a protective role of SHP2 towards insulin resistance, with the exception of liver-specific KO
(Banno et al., 2010; do Carmo et al., 2014; Krajewska et al., 2008; Maegawa et al., 1999;
Princen et al., 2009; Zhang et al., 2004; Zhang et al., 2009). However, the contribution of SHP2
in hematopoietic cells, in particular in macrophages, to glucose metabolism regulation was
never determined. Thus, our original finding of a key role of the inflammation status in the NS-
associated insulin resistance also allows hierarchising the relative contribution of SHP2 within
the different tissues, with a more prominent role of SHP2 in the macrophage in promoting
insulin resistance. Assessing the metabolic impact of SHP2 invalidation or hyperactive SHP2

mutants in immune lineage or macrophage will be necessary to validate this hypothesis.

We report that NS-PTPN11 condition is associated to reduced adiposity, but without any sign
of ectopic lipid deposits nor lipotoxicity, highlighting that insulin resistance triggered by
systemic expression of hyperactive SHP2 is not secondary to impaired lipid distribution. In this
setting, this clinical picture is somewhat reminisent of chronic inflammatory conditions, such
as autoimmune diseases or infection, which are at increased risk of diabetes and led to the
concept of obesity-independent, inflammation-driven insulin resistance (Bahtiyar et al., 2004;

Wellen and Hotamisligil, 2005).

In accordance with this, our data identify an important role of SHP2 in promoting a pro-
inflammatory phenotype in macrophages with profound consequences on immuno-
metabolism. Consistent with this, SHP2 deletion in the myeloid lineage (LysM-Cre dependent
recombination in monocyte/macrophage) results in an anti-inflammatory profile (M2
polarization) promoting pulmonary fibrosis or emphysema, or impairing host immunity during
bacterial infection (Tao et al., 2014; Xu et al., 2017; Zhao et al., 2016). Moreover, treatment

with selective SHP2 inhibitors reduced inflammatory response associated to Haemophilus
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influenzae infection, systemic lupus erythematous or endotoxemia in mouse or zebrafish
models (Hsu et al., 2018; Wang et al., 2016; Zhao et al., 2016). Conversely, a compound with
anti-inflammatory properties was recently identified as a selective SHP2 inhibitor (Chen et al.,
2017). Furthermore, in vitro experiments revealed expression of hyperactive, NS- or leukemia-
associated, SHP2 mutants trigger a M1 phenotype, while expression of a hypoactive mutant
of SHP2 or treatment with SHP2 inhibitor is associated to a M2 pattern (Li et al., 2015; Park et
al.,, 2017; Tao et al.,, 2014). Of note, other studies have proposed that SHP2 negatively
regulates the production of proinflammatory cytokines, by acting on the NLRP3
inflammasome or on the TLR3/TRIF signaling (An et al., 2006; Guo et al., 2017). Such
differences could reflect stimulus specificity or define negative feedback loops to avoid a
too important inflammatory response, which could also explain why NS is associated to

mild, not severe, inflammatory phenotypes.

A key question raided by these findings is to understand how hyperactive SHP2 promote such
a pro-inflammatory phenotype. Hyperactivating SHP2 can certainly drive cell autonomous
mechanisms, ranging from enhanced M1 polarization to increased sensitivity to pro-
inflammatory signals. Supporting this view, analysis of hepatic macrophage identified a
specific subpopulation harboring markers of Kupffer cells (KC) and infiltrated
monocytes/macrophages. Interestingly, a similar population was recently described in the
context of HFD-induced insulin resistance (Morinaga et al., 2015). Whether hyperactive SHP2
modifies the identity of one or another of these cell subtypes, by affecting KC progenitors,
curving the gene expression program of KC to a pro-inflammatory pattern or favoring the
recruitment of monocytes derived macrophages, remains to be determined. Importantly, in
the setting of IMML, Dong et al. reported the importance of the microenvironment to the

myeloid lineage phenotype (Dong et al., 2016).

Besides an effect of hyperactive SHP2 on macrophage activity, one cannot exclude that
unbalanced monocyte homeostasis could participate to the NS-associated pro inflammatory
phenotype since it is well established that NS-causing SHP2 mutations drives monocytosis,
which can evolve to myeloproliferative disorder (Araki et al., 2004; Chan et al., 2009; Xu et
al., 2010). Indeed, it is known that monocytosis can result in increased macrophage
infiltration in peripheral tissues, leading to insulin resistance (Beliard et al., 2017; Du et al.,

2016; Nagareddy et al., 2014; Nagareddy et al., 2013; Tang et al., 2016). One may also

116



consider that additional, non hematopoietic, defects could contribute to insulin
resistance/glucose intolerance, such as decreased drainage or enhanced chemo-attractive
properties of metabolic tissues. Moreover, since SHP2 can directly downregulate insulin-
evoked PI3K signaling (Matsuo et al., 2010; Zhang et al., 2002), NS-causing SHP2 mutant
might exacerbate this effect, thereby promoting insulin resistance. Supporting the
contribution of such mechanisms, our transplantation experiments suggest a role of
peripheral tissues, the glucose intolerance being only partly reverted in chimaeric mice
(Figure 6), and NS is characterized by Ilymphedema, that could result in
overcrowding/accumulation of inflammatory cells and factors in metabolic tissues (Joyce
et al., 2016). In favor of a direct signaling defect, overexpression of NS-causing SHP2
mutants in vitro dampens down AKT phosphorylation in response to insulin in some cell
lines and using low level of insulin (unpublished data). However, at least in the liver, the
macrophage defect certainly prevails, since clodronate treatment restores hepatic insulin
signaling. Experiments using tissue specific KI models, but also metabolic profiling of
PTPN11 JMML patients, will certainly help evaluating the contribution of these different

mechanisms to the global phenotype.

This study also highlights that SHP2 hyperactivation can promote inflammation driven-insulin
resistance. This model is consistent with previous data showing SHP2 overexpression in
metabolic tissues of obese and/or diabetic mice and association between PTPN11 variants
with metabolic syndrome and inflammation (Ahmad and Goldstein, 1995; Bettaieb et al.,
2011; Bonini et al., 1995; Kraja et al., 2014; Nagata et al., 2012). In light of our results, one
may wonder if these observations could indirectly reflect an overexpression of SHP2 in
macrophages combined with increased infiltration of these cells in metabolic tissues.
Moreover, since it has been shown that SHP2 expression is linked to the feeding status, a key
question will be to understand the mechanisms that drive SHP2 overexpression in the context
of metabolic diseases. Importantly, our data also reveals that systemic inhibition of SHP2 by
the mean of the orally bioavailable specific inhibitor SHP099 can efficiently reduce glucose
intolerance in preclinical models of T2D, possibly in part by reducing metaflammation.
Although several reports have recently documented the safety of this molecule in acute

treatments (Chen et al., 2016; Dardaei et al., 2018; Garcia Fortanet et al., 2016; Kostallari et
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al.,, 2018; Sun et al., 2018), further studies will be required to exclude major side effects,

considering both the need for long term treatment and the ubiquitous nature of SHP2.

The characterization of this metabolic phenotype in NS-PTPN11 also raises important
questions regarding the pathophysiology of NS and related syndromes. Firstly, such metabolic
imbalance could contribute to the development or worsening of other symptoms of the
disease, notably cardiopathies or growth retardation. Secondly, NS is a genetically
heterogeneous disease, with more than a dozen of causal genes identified to date, and is
closely related to other disorders (e.g. NS with multiple lentigines (NS-ML), Costello syndrome,
cranio-facio-cutaneous syndrome), forming the Rasopathies family, that share similar
symptoms and are caused by mutations hitting genes encoding actors or regulators of the
RAS/MAPK (Tajan et al.,, 2018). Since hyperactive, NS-, and hypoactive, NS-ML-associated
SHP2 mutations seem to drive mirror glucidic phenotypes but similar alterations of their
adipose tissue (Tajan et al., 2014), one may argue that the glucose intolerance could represent
a specific feature of PTPN11-associated NS, while reduced adiposity could be a common trait
of all Rasopathies. Supporting this view, reduced adiposity, but not glucose intolerance, is
reverted by RAS/MAPK inhibition, as are canonic Rasopathies’ symptoms (e.g. growth
retardation, cardiopathies...) (Araki et al., 2009; Araki et al., 2004; De Rocca Serra-Nedelec et
al., 2012; Lee et al., 2014; Nakamura et al., 2007; Nakamura et al., 2009; Wu et al., 2011).
While additional experiments are required to address this question, the identification of
glucose intolerance/insulin resistance may require specific follow up, at least in PTPN11-
associated NS patients, since it can evolve to diabetes condition with age or depending on diet

quality

Material and Methods

Patients: The data collection and functional exploration for NS patients was performed in the
Endocrinology, Bone diseases and Genetics unit from the Children Hospital of Toulouse,
France. This protocol was approved by Institutional Review Boards (Biomedical Research
Protocol, NCT: 02383316). Lean, normal weight and obese patients were from population
studies recruited in Lille University Hospital, Lille, France (Morandi et al., 2016). The study

protocols were approved by local ethics committees. Oral assent was obtained from all
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patients and legal guardians signed a written informed consent form. Body mass index (BMI)
was calculated as the ratio of weight in kg divided by the square of height in meters and BMI
measurements were converted to age- and sex-specific z-scores on the basis of French
reference data (Rolland-Cachera et al., 1991). Fat body mass was measured by dual-energy X-
ray absorptiometry (DXA) analysis using a Lunar Prodigy device (GE Healthcare), expressed as
a percentage of total body mass and transformed to age-specific z-scores (van der Sluis et al.,
2002). Plasma parameters were obtained using standard hospital procedures and were
transformed to age-specific z-scores. For oral glucose tolerance test, fasting patients received
1.75 g/Kg (max 75 g) glucose per os, then glucose and insulin levels were measured at
indicated time points. HOMA-IR, HOMA-B and QUICKI index were calculated using the

following formula:

HOMA-IR = fasting insulin (mUI/L) x fasting glucose (mmol/L) / 22.5
HOMA-B = 20 x fasting insulin (uUl/ml)/fasting glucose (mmol/ml) - 3.5

QUICKI =1 / [log(fasting insulin (mUI/l) + log(fasting glucose (mmol/l)]

Mouse phenotyping: Breeding and experimental procedures were performed in accordance
with institutional guidelines for animal research and were approved by the Animal Care and
Use Ethics Committee USO06 CREFRE - CEEA-122 (protocols 10/563/G/02 and 16/1048/03/18,
authorization 5739-2016061417177039-v8). The mouse model carrying the point mutation
D61G on SHP2 (referred to as Ptpn11P%1%* or NS mouse) has been previously described (Araki
et al.,, 2004). Mice were housed under specific pathogen-free conditions in a constant
temperature (20-22°C) and humidity (50-60%) animal room, with a 12/12 h light/dark cycle
(lights on at 7:00 A.M.) and free access to food and water. To determine body composition,
EchoMRI analyses (Echo MedicalSystems) were performed by following manufacturer’s
instructions. For oral glucose tolerance test or insulin tolerance test, after 6-h fasting, mice
were fed with glucose (3 g/kg) or i.p. injected with insulin (0.5 IU/kg), then blood was taken
from the tail vein and glucose levels were monitored over time using a glucometer (Accu-
check; Roche Diagnostics). Hyperinsulinemic euglycemic clamp procedure was performed has
described in (Dray et al., 2008). Briefly, a catheter was indwelled into the femoral vein under
anesthesia with an exit point between scapula. The mice were housed individually and allowed

to recover for 3—4 days. On the day of the experiment the mice were 6 hr fasted. In basal state,
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HPLC purified D-[3H]-glucose (Perkin Elmer; Boston, MA) was continuously infused in the
femoral vein at a rate of 16 uCi/kg/min for 90 min. Under hyperinsulinemic conditions, insulin
was infused at a rate of 18 or 1,5 mU/kg/min for 3 hr. To ensure a sufficient plasma D-[3H]-
glucose enrichment the tracer was infused at 16 uCi/kg/min. Plasma glucose concentrations
and D-[3H]-glucose-specific activity were determined in 5 ul of blood. To determine the insulin
-stimulated glucose utilization in tissues, a flash of intravenous injection of 50 uCi 2-deoxy-D-
[3H] glucose (D-[3H]- 2DG) (NEN LifeScience) was performed in the femoral vein 60 min before
the end of the clamp. Plasma D-[3H]-2DG disappearance and glucose concentration were
determined in 5 pl blood sampled from the tail vein at 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, and 60 min
after injection. Different tissues were dissected out and treated as previously described to
determine D-[3H]-2DG uptake (Kamohara et al., 1997). Plasma leptin (Quantikine; R&D
Systems) and insulin (Mercodia) were determined by ELISA in the fasted state or at indicated
times. At the time of sacrifice, tissues and organs were dissected, weighted and directly
processed for further analyses. For gene expression and Western blot analyses, samples were

snap frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.

Interventional experiments: For chronic treatment with PD0325901 (Selleckchem), animals
were daily injected i.p. with 1 mg-kg™'-d™* PD0325901 or vehicle as a control for 1 mo. For
treatment with SHP099 (CT-SHP099, Indianapolis, IN 46256, USA), animals were high fat fed
(HFD 60%, Research diet) during 10 weeks, then they were daily fed by gavage with 50
mg-kg1-d”! SHP099 or vehicle as a control for 2 weeks. Metabolic parameters were
determined before and after treatment. For bone marrow transplantation (BMT), recipient
mice (12 weeks) were irradiated with a dose of 9 Gy radiation. The next day, bone marrow
cells were sterilely isolated by flushing femurs and tibias of WT and NS donor mice (12 weeks)
with DMEM/F12. Red blood cells were lysed with erythrocyte lysis buffer (ELB) (EDTA 126 mM,
KH2PO4 7.3 mM, NH4Cl 165 mM), then counted and resuspended in saline solution. 10 x 108
bone marrow cells were intravenously injected into recipient mice. Reconstitution efficiency
was assessed 6 and 17 weeks after the BMT by genotyping on genomic DNA from blood cells.
Metabolic parameters were assessed before BMT and at indicated times after BMT. For

macrophage depletion, 10 week-old mice were i.p. injected with clodronate-liposomes or PBS-
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liposomes (Liposoma, 1098 XH Amsterdam, Netherland) (100 mg/kg) every three days for 10

days. At day 10, glucose tolerance test was performed.

Liver and muscle triglyceride content: Tissues were homogeneized using Precellys sample
lyser, resuspended with ethanol and incubated 1hr at room temperature. Samples were
centrifugated 1 min at 2000 rpm, and free glycerol (free glycerol reagent, Sigma Aldrich) was
quantified. Then triglycerides were hydrolyzed (Triglyceride reagent, Sigma Aldrich) and total
glycerol was determined. Tissue triglyceride content is calculated by subtracting free glycerol

to total glycerol.

Histology and immunohistochemistry: Tissue samples were fixed in 10% formalin for 24 hrs,
then incubated at 4°C in 70% ethanol before being paraffin-embedded or in 30% sucrose
before being cryo-embedded with OCT. For histology, sections were stained with
haematoxylin/eosin  (H/E) or red oil O following standard procedures. For
immunohistochemistry, insulin was detected using an anti-cobaye Insulin antibody (Biogenex)
followed by an anti-cobaye Cy2 antibody (Invitrogen). F4/80 was detected using an anti-
mouse F4/80 antibody (Invitrogen) followed by a biotinylated anti-rat antibody (Vector

laboratories) and streptavidin-HRP (R&D systems) with DAB as substrate (Sigma-Aldrich).

Western blot: Tissues were homogeneized in tissue lysis buffer (TRIS 20 mM, NaCl 150 mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, TRITON X100 1%, Tetra-Sodium Pyrophosphate 2.5 mM, B-
Glycerophosphate 1 mM, Sodium orthovanadate 1 mM) containing proteases and
phosphatases inhibitors (Sigma-Aldrich) mixtures using Precellys sample lyser. Cells were
homogeneized in cold lysis buffer (HEPES 20 mM, glycerol 25%, NaF 15 mM, NaCl 0.4 M, EDTA
1 mM, NPOs 1 mM). Protein concentration was determined by the Bradford method (BioRad),

then lysates aliquots were processed for immunoblotting through standard procedure.

BMDM generation, stromal fraction preparation and flow cytometry: To generate BMDM,

freshly isolated bone marrow cells were plated in DMEM/F12 medium containing M-CSF (20
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ng/mL, Peprotech), 10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics (Invitrogen). Medium was
replaced every 2 days and on day 7 cells were harvested after LPS stimulation (1ng/mL, Sigma-
Aldrich). For stromal fraction preparation, mice were anesthetized with pentobarbital (50
mg/kg), then perfused with PBS to wash out blood from tissues. Mice were euthanized and
tissues were taken off. Adipose tissue (AT) and muscle were digested with collagenase A (1
mg/mL, Sigma-Aldrich) during 25 min for AT and 2hr for muscle. After centrifugation at 600g
for 10 min, the pellet containing stromal fraction was incubated with Erythrocyte Lysis Buffer
(ELB) for 10 min followed by another centrifugation (600g, 10 min) and resuspension in PBS.
Liver was digested with collagenase D (2,5 mg/mL, Roche Diagnostics, IN, USA) during 20 min
at 37°C. After centrifugation at 600g for 10 min, stromal cells were separated in 30% percoll
and pellet containing stromal cells were incubated with ELB as described above. Stromal
fraction cells were incubated with Fc block (BD Biosciences) for 5 min at room temperature
before staining with Livedead (Invitrogen) and fluorescent dye-conjugated antibodies (CD45-
BV421, F4/80-APC, CD11b-PE, CD11c-BV711, BD Biosciences) or control isotypes (BD
Biosciences) for 25 min at 4°C. Data were acquired on a cytometer (BD Fortessa) and analyzed

with Diva8 software.

Gene expression analysis: Total mMRNAs were isolated using GenelJET RNA purification kit
(Thermo Scientific) and DNAse (Qiagen) then reverse transcribed using High Capacity cDNA
reverse transcription kit (Applied Biosystems). Next, Real Time-qPCR was performed using
indicated primer pairs (Table S1) and gene expression was normalized to 36B4, GAPDH and

Beta 2 microglobulin housekeeping genes.

Single cell RNA sequencing: F4/80 positive cells from liver stromal fractions (pool of 6 animals
per genotype) were sorted by flow cytometry, spun down and resuspended in DMEM. Single
cell libraries were prepared with the Chromium Single Cell 3’ Library & Gel Bead Kit v2 & i7
Multiplex Kit and A Chip Kit from 10X Genomics. The barcoded library was sequenced on an
Illumina HiSeq3000 in 26-8-150 paired-end configuration. Raw sequencing reads were
demultiplexed, mapped to the mouse reference genome (build mm10) and gene-expression

matrices were generated using CellRanger (version 2.1.0). In total 168,104,667 reads were
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mapped and 1191 cells were detected for WT and 149,198,265 reads were mapped and 1500
cells were detected for NS with a sequencing saturation of 93/95.6%. This gene-expression
matrix was further filtered in Seurat 2.0 and cells with less than 200 genes or 1000 unique
molecular identifiers (UMIs) were discarded as well as cells with more than 8000 expressed
(multiplets) genes and more than 20% of mtRNA, resulting in 697 single cells. After
normalization, these cells were clustered using the Seurat workflow based on dimensionality
reduction by a PCA of the 1395 most variable genes. The first 8 PCs were used to identify the
different clusters in the dataset and to visualize these clusters in a t-Distributed Stochastic
Neighbor Embedding (tSNE) plot. Gene ontology analysis was performed using Ingenuity

Pathway Analysis.

Statistics: For analysis of patients data, one NS patient was matched with 3 lean (male and
female: Z-BMI<-1), normal weight (male: -1<Z-BMI<1.3, female : -1<Z-BMI<1.2) or obese
(male: Z-BMI>2.288, female: Z-BMI>2.192) subjects using R package Matchlt,
with method="nearest" (nearest neighbor matching) with regard to Sex (exact matching)
and Age. For longitidinal analysis, a mixed model was used :
Trait=Boi+B1Agei+B8:ZBMIi+83Sexi+B4Groupi+BsTime+B8sTime?+e:.. All mouse data are expressed
as mean + SEM. Except otherwise indicated, statistical significance was determined by using
paired or unpaired two tailed Student t test, Mann & Withney test was used in case of unequal
variances, and two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test, or two-way ANOVA with
repeated measures, as appropriate. P values <0.05 were considered significant (*P < 0.05; **P

<0.01; ***P < 0.001).
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Supplemental Tables and Figures legends

NS Lean NS/lean.p  Normal weight NS/norm.p Obese NS/obese.p
n 21 15 = 63 = 63 =
Male-Female (% of female) 14-7 (33.3) 8-7 (46.7) 0.64386 42-21 (33.3) 1 42-21 (33.3) 1
Age (years) (mean (sd)) 9.61 (5.00) 11.81 (4.22) 0.16706 11.00 (2.83) 0.05 10.92 (3.51) 0.29
BMI (kg/icm2) (mean (sd)) 15.89 (1.93) 15.19 (1.76) 0.26937 18.19 (2.10) =0.0001 29.02 (6.59) =0.0001
Z-BMI (mean (sd)) -0.93 (0.86) -1.52 (0.44) 0.01126 0.37 (0.56) >0.0001 4.26 (1.20) >0.0001
Weight (kg)(mean (sd)) 25.96 (13.60) 34.40 (14.27) 0.08475 41.13 (12.28) >0.0001 67.50 (27.35) >0.0001
Height (cm) (mean (sd)) 122.72 (27.80) 146.60 (22.58) 0.00767 148.47 (14.65) 0.0005 149 45 (17.50) 0.0003
Fat mass (%) (mean (sd)) 0.19 (0.07) 0.22 (0.10) 0.47667 0.23 (0.06) 0.053 0.40 (0.08) >0.0001
Fasted glycemia (SI) (mean (sd)) 4.49 (0.56) 4.85 (0.47) 0.03959 4.76 (0.48) 0054 487 (060) 002
Fasted insulinemia ($8l) (mean (sd)) 4477 (29.87) 50.56 (30.35) 0.59190 42.73 (26.12) 0.8 107.40 (83.93) >0.0001
HOMAIR (mean (sd)) 1.32 (0.97) 1.64 (1.14) 0.40675 1.33 (0.89) 09 3.49 (3.35) =0.0001
QUICKI (mean (sd)) 017 (0.02) 0.16 (0.02) 0.39225 0.17 (0.02) 0.84 0.15 (0.02) 0.0001
CHO (8I) (mean (sd)) 3.61 (0.64) 4.32 (1.18) 0.04768 4.42 (0.88) =0.0001 4.44 (0.80) >0.0001
TG (SI) (mean (sd)) 0.74 (0.45) 0.80 (0.25) 0.62093 0.71(0.34) 0.78 1.05 (0.52) 0.013
HDL (8I) (mean (sd)) 1.24 (0.33) 1.41 (0.35) 0.17848 1.57 (0.36) 0.0013 1.24 (0.30) 0.96
LDL (8I) (mean (sd)) 1.95 (0.53)
Leptin (Sl) (mean (sd)) 2.04 (2.00) 4.90 (0.99) 0.07246 7.90 (7.35) 0.0003 24.82 (11.14) >0.0001

Table S1: Metabolic parameters of NS patients and lean, normal weight and obese individuals.

NS Lean NS/lean.p Normal weight NS/norm.jp Obese NS/obese.p
n 10 8 - 30 - 30 -
Male-Female (% of female) 6-4 (40.0) 4-4 (50.0) 1 18-12 (40.0) 1 18-12 (40.0) 1
Age (years) (mean (sd)) 11.00 (3.41) 14.09 (3.42) 0.08 12.23 (2.56) 0.31 11.31 (2.88) 0.79
Weight (kg)(mean (sd)) 28.07 (10.55) 42.38 (12.09) 0.02 41.03 (10.12) 0.004 65.11 (23.62) =0.0001
Height (cm) (mean (sd)) 129.30 (19.49) 159.62 (17.81) 0.003 148.65 (11.38) 0.01 148.92 (14.44) 0.012
BMI (kg/cm2) {(mean (sd)) 16.08 (1.98) 16.24 (1.38) 0.84 18.26 (2.07) 0.008 28.38 (5.68) »0.0001
Z-BMI (mean (sd)) -0.72 (1.07) -1.32 (0.36) 0.12 0.36 (0.54) 0.01 3.89 (0.81) =0.0001
Glucose 0 (S) (mean (sd)) 4.59 (0.58) 4.94 (0.53) 0.2 4.74 (0.51) 0.46 4.83 (0.37) 0.23
Glucose 30 (1) (mean (sd)) 6.41(1.10) 7.26 (1.47) 0.19 7.10 (1.21) 0.1 7.02 (1.68) 0.2
Glucose 60 (S1) (mean (sd)) 5.32 (1.90) 5.69 (1.25) 0.65 5.51(1.33) 0.8 5.79 (1.88) 0.54
Glucose 90 (S1) (mean (sd)) 5.43 (2.06) 5.01 (1.33) 0.66 5.00 (0.97) 0.61 5.68 (1.23) 0.76
Glucose 120 (SI) (mean (sd)) 5.29 (1.34) 5.05(1.19) 0.69 4.65(0.74) 0.18 5.33 (0.93) 0.94
Norm Glucose 0 (SI) (mean (sd)) 100.00 (0.00) 100.00 (0.00) - 100.00 (0.00) - 100.00 (0.00) -
Norm Glucose 30 (S8l) (mean (sd)) 140.80 (24.15) 147.29 (25.14) 0.59 150.08 (22.56) 0.30 145.07 (31.81) 0.66
Norm Glucose 60 (Sl) (mean (sd)) 121.87 (43.29) 116.09 (28.99) 0.76 117.72 (34.13) 0.81 119.05 (33.64) 0.87
Norm Glucose 90 (Sl) (mean (sd)) 120.36 (44.94) 101.90 (26.73) 0.36 106.28 (22.41) 0.45 117.37 (21.42) 0.87
Norm Glucose 120 (SI) (mean (sd)) 116.76 (33.13) 102.90 (25.48) 0.33 99.25 (19.41) 0.14 110.22 (17.14) 0.56
Insulin 0 (SI) (mean (sd)) 49.16 (35.10) 58.08 (37.44) 0.62 48.13 (30.36) 0.94 107.02 (75.42) 0.003
Insulin 30 (S1) (mean (sd)) 450.63 (242.44) 385.10 (253.36) 0.62 287.08 (155.84) 0.13 701.64 (518.78) 0.075
Insulin 60 (S1) (mean (sd)) 255.11 (239.53) 236.65 (151.58) 0.87 203.33 (130.85) 0.62 446.12 (473.75) 0.16
Insulin 90 (S1) (mean (sd)) 246.41 (198.02) 221.11 (151.22) 0.81 135.15 (133.07) 0.28 413.32 (370.96) 0.17
Insulin 120 (SI) (mean (sd)) 258.35 (145.75) 190.55 (188.96) 0.48 102.70 (107.96) 0.07 323.38 (340.16) 0.48
Norm Insulin 0 (S1) (mean (sd)) 100.00 (0.00) 100.00 (0.00) - 100.00 (0.00) - 100.00 (0.00) -
Norm Insulin 30 (81) (mean (sd)) 877.31 (433.07) 739.39 (420.62) 0.54 742.50 (535.12) 0.49 813.81 (596.87) 0.75
Norm Insulin 60 (S1) (mean (sd)) 548.17 (241.63) 530.48 (496.43) 0.93 558.07 (487.53) 0.94 380.52 (233.28) 0.16
Norm Insulin 90 (S1) (mean (sd)) 496.77 (276.30) 463.78 (282.54) 0.84 338.52 (265.17) 0.28 409.66 (238.51) 0.53
Norm Insulin 120 (SI) (mean (sd)) 478.04 (242.74) 339.06 (273.85) 0.36 256.09 (239.04) 0.11 304.74 (199.03) 0.19
HOMAIR (mean (sd)) 1.54 (1.20) 1.92 (1.43) 0.56 1.50 (1.04) 0.83 3.34 (2.35) 0.005
QUICKI (mean (sd)) 0.16 (0.02) 0.16 (0.02) 0.52 0.16 (0.02) 0.95 0.74 (0.01) 0.017
MPercent (%) (mean (sd)) 0.21 (0.07) 0.23 (0.11) 0.72 0.24 (0.07) 0.28 0.41 (0.06) »0.0001
CHO (SI) (mean (sd)) 3.36 (0.52) 3.85 (0.70) 0.12 4.27 (1.03) 0.001 4.44 (0.93) =0.0001
TG (S1) (mean (sd)) 0.56 (0.24) 0.73 (0.25) 017 0.71(0.33) 0.16 0.98 (0.41) 0.0005
HDL (Sl) (mean (sd)) 1.32 (0.35) 1.28 (0.22) 0.79 1.58 (0.35) 0.07 1.21 (0.31) 0.38
LDL (SI) (mean (sd)) 1.79 (0.50) - - - - - -
Leptin (81) (mean (sd)) 2.13 (1.61) 4.9 (0.99) 0.07 9.23 (9.07) 0.01 26.59 (10.88) =0.0001

Table S2: Metabolic parameters of NS patients and lean, normal weight and obese individuals
subjected to OGTT. Values presented in Table 1 are italicized.
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Figure S1: Glucose metabolism parameters of NS mice

(A) Oral glucose tolerance test on 20 week-old WT and NS animals. (B) Insulin tolerance test at
0.75U/kg of insulin. (C) GIR during 18 mU hyperinsulinemic euglycemic clamp. (D) AKT

phosphorylation in metabolic tissues from NS and WT mice injected with 10mU/kg insulin.
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Figure S2: Metabolic parameters of NS mice

(A) Body weight measured at indicated ages. (B-D) Fat (B) and lean (C) masses were determined at
indicated ages using a EchoMRI apparatus and lean mas proportion was calculated (D). (E-H) Plasma
cholesterol, free fatty acids, HDL and LDL. Values are expressed as mean + SEM n= 8-12 in each group,
*p< 0,05, **p< 0,01, ***, p<0,001, unpaired Student t-test.
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Figure S3: NS mice display similar glucose intolerance as WT animals during High Fat Diet despite
being resistant to obesity

10 week-old WT and NS animals were subjected to HFD for 10 weeks. (A) Body weight curve of WT
and NS mice under Normal Diet and HFD. Values are expressed as mean * SEM *p< 0,05, ***p<
0,001 for WT versus NS under HFD, ##, p<0,01 for WT versus NS under ND, Bonferroni post test
when 2 way ANOVA was significant. (B) Proportion of fat mass of WT and NS animals at different
times of NS and HFD. Values are expressed as mean + SEM **p< 0,01, ***p< 0,001 Student t-test.
(C) Tissue weight of high-fat fed WT and NS mice. (D) Leptinemia of high-fat fed WT and NS mice.
(E) OGTT performed on WT and NS mice at 13 weeks of HFD. (F) ITT performed on WT and NS mice
at 9 weeks of HFD. (G, H) Fasting glycemia (G) and fasting and glucose-evoked insulinemia (H) during
OGTT. (l) Triglycerides, cholesterol and free fatty acids in plasma from high fat -fed WT and NS
mice. (J) Triglycerides quantification in muscle an liver. (K) Red Oil O staining staining on livép7
sections from high fat -fed WT and NS mice and quantification.
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Figure S4: Representative pictures of flow cytometry

(A) Liver, (B) muscle and (C) adipose tissue stromal fractions gated on living CD45*, F4/80*, CD11b",

CD11c* positive cells.

Figure S5: Reduced adiposity, but not insulin resistance, is reversed by MEK inhibitor

20 week old WT and NS mice have been treated during 4 weeks with a MEK inhibitor (PD0325901 1
mg/kg/d, injection ip) or vehicle (HPMC). (A) Immunoblotting in liver extract from fasted animals after the
treatment. (B) Body weight after treatment. (C) Fat mass percentage after treatment determined by
EchoMRI. (D) Leptinemia has been determined by ELISA. (E) Oral glucose tolerance test at the end of the
treatment. Values are expressed as mean + SEM n=6-9 in each group, *p< 0,05, ***p< 0,001. Student t-
test or Mann&Whitney when variances were unequal. 128
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Figure S6: Metabolic parameters of obese/diabetic mice

Mice were fed a HFD during 10 weeks, then splitted into 2 groups for SHP099 or vehicle gavage and
their metabolic parameters were assessed prior to treatment. (A) Body weight. (B) Body composition.
(C) Fasted glycemia. (D) OGTT.
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lll. Conclusion

Ainsi, ces travaux de thése visaient a étudier I'effet d’'une hyperactivation de SHP2 sur la

sensibilité a I'insuline dans le SN

Nous avons mis en évidence pour la premiere fois, chez des patients atteints de SN et un
modele murin de cette maladie, que I’hyperactivation de SHP2 est associé a une intolérance
au glucose et une résistance a l'insuline. Ces données attestent donc d’un réle promoteur de

SHP2 dans le développement de I'insulino résistance.

De facgon intéressante, nous avons pu établir que I'insulino-résistance associée au SN était
découplée de I'adiposité, suggérant un impact direct de I’hyperactivation de SHP2 dans ce
processus. En effet, les patients et les souris présentent une adiposité réduite, sans signe
évident ni de lipodystrophie, ni de lipotoxicité. De plus, lorsque placées en régime obésogéne,
les souris SN présentent une résistance a I'obésité, mais restent tout aussi intolérantes au
glucose que leurs homologues en régime normal. Enfin, au cours d’un traitement
pharmacologique au PD0325901, alors qu’une importante prise de masse grasse est observée,

il 'y a pas de modification du profil glycémique des souris SN.

Nous avons ensuite documenté que les souris SN présentaient une inflammation de leurs
différents tissus métaboliques (foie, muscle, tissu adipeux) et établi, par des expériences
interventionnelles, que cette inflammation était a I’origine de la gluco-intolérance. En effet, la
transplantation de moelle osseuse de souris SN dans des souris WT se traduit par une
détérioration de leur métabolisme glucidique, suggérant que ce phénotype soit
principalement « porté » par la lignée hématopoiétique. De plus, la suppression de
macrophages, en diminuant I'inflammation, réverse l'intolérance au glucose des souris SN.
Mécanistiquement, nous avons mis en évidence que les macrophages exprimant le mutant SN
sont plus sensibles et activables et présentent un phénotype pro-inflammatoire. L’analyse
génique des sous-populations spécifiques du SN, encore en cours, permettra de comprendre
comment SHP2 promeut ces anomalies. L’'ensemble de ces données renseigne donc sur le fait
qgue I'hyperactivation de SHP2 est un événement suffisant pour promouvoir un état pro-

inflammatoire et I'insulino-résistance subséquente.
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Au vu de ces résultats et de données de la littérature attestant d’une surexpression de SHP2
dans un contexte d’obésité, nous avons posé I’hypothése qu’une hyperactivation de SHP2
pourrait aussi participer a I'installation de I'insulino-résistance dans un contexte plus large
d’obésité. Or de facon importante, tirant parti d’'une nouvelle génération d’inhibiteur
spécifique de SHP2, nous montrons qu’une inhibition de SHP2 dans un modele murin de
diabéte induit par I'obésité réverse leur intolérance au glucose en diminuant I'inflammation

au niveau des tissus métaboliques.

En conclusion, ces travaux ont permis de mettre en évidence un phénotype métabolique dans
le SN associant une adiposité réduite, une insulino-résistance et une inflammation, et au-dela

de la maladie rare, I'implication de SHP2 dans l'insulino-résistance au cours de I'obésité.
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Discussion et perspectives

Ces travaux de thése ont permis de mettre en évidence que I'’expression systémique d’une
forme hyperactive de SHP2, responsable du SN, est a I'origine d’une insulino-résistance causée
par un phénotype pro-inflammatoire, et d’identifier un réle majeur de SHP2 dans 'installation
de lintolérance au glucose en situation d’obésité. Ces résultats ouvrent plusieurs
perspectives concernant les mécanismes de I'inflammation a I’origine de I'insulino-résistance,
en particulier la relation SHP2/macrophages dans le contexte du SN, mais aussi dans I'insulino-
résistance associée a l'obésité. lls ouvrent aussi de nouveaux champs d’investigation
concernant la physiopathologie du SN et des syndromes apparentés d’une part, et des

maladies métaboliques d’autre part.

|. L’hyperactivation de SHP2, cause directe de l'insulino résistance

Mes travaux de these ont documenté, en utilisant le SN comme modele d’étude, que
I’expression d’'une forme hyperactive de SHP2 induisait une résistance a l'insuline. Alors que
celle-ci est souvent secondaire a des dysfonctions du tissu adipeux (e.g. obésité,
lipodystrophie), elle semble dans le cas présent découplée de I'adiposité. Ainsi ce modele
génétique original a permis d’établir que I'hyperactivation de SHP2 pouvait étre un
mécanisme causal de l'insulino-résistance, en induisant une dysfonction macrophagique.
Toutefois, de nombreuses inconnues demeurent quant aux mécanismes moléculaires et
cellulaires mis en jeu, a la contribution de possibles d’autres composantes et a I’extrapolation

que nous pouvons faire de ces résultats a d’autres maladies.

1. Dysfonction macrophagique et mécanistique sous-jacente

Par des expériences de transplantation de moelle osseuse et de déplétion de macrophages
par un traitement au clodronate, nous avons mis en évidence que l'origine de la résistance a
I'insuline associée au SN est une inflammation provoquée par les macrophages. Nous
montrons que la mutation activatrice de SHP2 induit une augmentation de la quantité de
macrophages pro-inflammatoires dans les tissus métaboliques dont l'origine reste a

déterminer. En effet, cette augmentation peut résulter d’un plus grand taux de recrutement
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de macrophages pro-inflammatoires dans les tissus, et/ou d’'une modification de la
polarisation des macrophages résidents. A I'appui de la premiére hypothése, nous avons
observé que des BMDM issues de souris SN exprimaient plus de MCP-1, une chemokine
impliquée dans [l'attraction des macrophages. Ce phénoméne de recrutement de
macrophages pourrait d’autant plus étre accentué par le fait que les mutations SN de SHP2
sont connues pour promouvoir une monocytose (Araki et al., 2004 ; Chan et al., 2009 ; Xu et
al., 2010), laquelle peut étre suffisante pour induire une insulino-résistance par un effet
nombre sur les macrophages infiltrés (Beliard et al., 2017 ; Du et al., 2016 ; Nagareddy et al.,
2014 ; Nagareddy et al., 2013 ; Tang et al., 2016), et perturbent aussi le drainage
lymphatique. Cependant, les BMDM issus de souris SN surexpriment également des
marqueurs de la polarisation vers le type pro-inflammatoire, de facon cohérente avec une
précédente étude montrant que I'inhibition de SHP2 induit une polarisation M2 (Zhao et al.,
2016), et sont plus sensibles au LPS. Ainsi, il est possible que la présence de macrophages pro-
inflammatoires dans les tissus des souris SN soit la conséquence a la fois d’'une augmentation
du recrutement de macrophages pro-inflammatoires et d’une accentuation de leur

polarisation M1.

Afin de mieux comprendre I'impact de I'hyperactivation de SHP2 sur le développement de
I'inflammation des tissus métaboliques, nous avons réalisé un scRNAseq sur cellules isolées
du foie (CD45+, F4/80+). Nous nous sommes concentrés sur les macrophages du foie étant
donné que suite au traitement avec le clodronate, la phosphorylation d’AKT en réponse a
I'insuline était restaurée dans ce tissu, illustrant le lien direct entre la présence des
macrophages SN dans le foie et sa résistance a l'insuline. Les premiéres analyses du scRNAseq
montrent que globalement, les cellules SN surexpriment plusieurs génes impliqués dans
I'inflammation, parmi lesquels on retrouve Cd5/ qui joue un réle dans l'inflammation durant
I'obésité ainsi que dans la réponse inflammatoire apres un infarctus du myocarde (Kurokawa
et al., 2011; Nishikido et al., 2016) et Fcna, un marqueur de la polarisation M1 des
macrophages (Yang et al., 2017). De facon intéressante, la population de macrophages peut
étre répartie en plusieurs clusters de cellules caractérisés par des profils d’expression génique
spécifiques ; or, il existe un cluster spécifique du SN dans lequel on retrouve la majorité des
genes up-régulés au niveau global, attestant d’une contribution particuliére de ce cluster au

profil général (Tableau 4).
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Tableau 4 : Top 10 des génes surexprimés dans la population globale de cellules hépatiques CD45+,
F4/80+ de souris SN vs WT et dans le cluster 6

NS vs WT Cluster 6

Gene Name Lgii:;;d P-Value ]GeneName Lgﬁ::;;d P-Value
Fcna 5.86 4.53e-35 Fabp?7 5.87 2.74-66
Clecaf 5.41 2.09e-35 Vsigd 5.80 2.74-66
cdsl 4.83 5.35e-30 Cd163 5.62 4.16e-46
Vsigd 4.83 1.10e-25 6 5.44 7.32e-48
Fabp7 4.62 3.70e-24 Folr2 5.42 2.65e-59
Apocl 3.85 4.23e-20 Marco 5.41 1.20e-30
Slcd0al 3.29 5.88e-16 Cd5l 5.38 1.63e-63
Sdc3 2.55 7.24e-12 Fecna 5.29 1.85e-60
Clga 2.53 6.50e-13 Clecaf 523 7.89e-62
Cfp 2.48 3.81e-12 Timd4 5.19 1.41e-46

En plus de Cd5/ et Fcna, on note une surexpression de Clec4f qui a été montré récemment
comme un marqueur spécifique des cellules de Kupffer (CK) (Scott et al., 2016), ainsi que de
Vsig4 et Fabp7, également des marqueurs de CK, et de CD163, marqueur de I’activation des
CK (Kazankov et al., 2014). Ainsi, il est possible d’imaginer que la mutation SN de SHP2 induise
une activation des CK en cellules pro-inflammatoires. Il reste a déterminer si I’hyperactivation
de SHP2 modifie I'identité des CK, leur faisant acquérir un phénotype plus pro-inflammatoire,
ou permet a des cellules infiltrées de développer des caractéristiques des CK. Un début de
réponse réside peut-étre dans le fait que cette sous-population surexprime également des
marqueurs de cellules infiltrées (Clqa, Clqc, Apocl, Timd4). L’analyse fine des populations
macrophagiques a l'issue d’un transfert de moelle, ou dans des modeles d’expression tissu —
spécifique du mutant SN de SHP2 (LysM-Cre vs Clec4f-Cre), de méme que le suivi des CK et
des macrophages recrutés par des expériences de tracing, permettraient de répondre a cette
qguestion. Dans tous les cas, cette population spécifique de macrophages pourrait jouer un
réle crucial dans le développement de I'IR. Il serait également intéressant d’évaluer si une
population similaire est retrouvée au cours de l'inflammation et de l'insulino-résistance
induites par un régime gras, lI'inflammation hépatique dans ce contexte étant liée a une
activation des CK et a l'infiltration de macrophages hépatiques recrutés (Morinaga et al.,

2015).

Ces observations nous amenent également a nous demander quels sont les mécanismes
moléculaires dérégulés par le mutant hyperactif de SHP2 qui induisent cette dysfonction du
macrophage. Nous montrons que la mutation SN de SHP2 active la voie NF-kB avec ou sans
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stimulation au LPS. Ces résultats sont cohérents avec de précédentes études montrant
I'implication de SHP2 dans I’activation de la voie de signalisation NF-«B (You et al., 2001;
Neznanov et al., 2004; Zhao et al., 2016). Cependant, méme si SHP2 a été montrée comme
nécessaire au complexe IKK et présent en aval du récepteur a I'lL-1, sa cible exacte est encore
inconnue (You et al., 2001). De plus, selon I'impact cellulaire de I’'hyperactivation de SHP2 qui
aura été identifié (e.g. différenciation des macrophages résidents, prolifération accrue et/ou
polarisation des macrophages recrutés), de nombreux mécanismes peuvent étre envisagés,
impliquant différentes voies de signalisation et/ou différents types de récepteurs. Par ailleurs,
il est bien établi que la voie MAPK est un effecteur majeur de SHP2, son hyperactivation étant
liée de facon causale a de nombreux symptémes du SN. Cependant, nos données suggerent
que l'induction de I'inflammation par SHP2 peut étre indépendante des MAPK. En effet, lors
du traitement avec le clodronate, le phénotype glucidique ainsi que l'inflammation sont
améliorés et I’activation d’AKT est restaurée au niveau du foie alors que I'activation des MAPK
est toujours présente. De plus, un traitement avec un inhibiteur de MEK (PD0325901) diminue
I'activation des MAPK mais n’a pas d’impact sur I'expression de cytokines pro-inflammatoires
dans les différents tissus métaboliques. Ces résultats sont cohérents avec une autre étude
montrant que SHP2 induit I'activation de NF- kB indépendamment de p38 ou de ERK1/2 (You
et al.,, 2001 ; Zhao et al.,, 2016), et recoupent des observations plus larges suggérant que
I'impact des mutants hyperactifs de SHP2 dans la lignée hématopoiétique ne soit pas limité a
leur effet sur la voie RAS/MAPK. Toutefois, nos arguments reposant sur des traitements
ponctuels, nous ne pouvons exclure que I’hyperactivation de la voie RAS/MAPK associée au

mutant SN de SHP2 participe de facon précoce a l'installation de I'inflammation.

A coté d’un impact intrinseque de la mutation de SHP2 sur le macrophage, nous ne pouvons
exclure gu’un mécanisme indirect puis contribuer a la polarisation des macrophages infiltrés
et/ou a I'activation des macrophages résidents. Par exemple, il est largement établi dans un
contexte d’obésité qu’une modification de la perméabilité intestinale, en permettant le
passage d’antigenes alimentaires et bactériens, participe a l'inflammation de bas grade,
notamment au niveau du foie (Ding et al., 2010). Or, un réle important de SHP2 a été décrit
au niveau de |'épithélium intestinal dans |'orientation des cellules progénitrices vers les

cellules de Paneth ou les cellules caliciformes (Heuberger et al., 2014). De plus amples études
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seront nécessaires pour caractériser 'origine de ces processus inflammatoires dans les

différents tissus concernés.

2. Implication d’autres cellules immunitaires

Dans notre étude, nous nous sommes concentrés sur |'effet de I’hyperactivation de SHP2 sur
les macrophages dans la mesure ou la déplétion des macrophages apparait suffisante pour
améliorer le phénotype métabolique des souris SN. Cependant, nous ne pouvons pas exclure
une participation d’autres cellules immunitaires dans I'inflammation. En effet, la délétion de
SHP2 dans les cellules dendritiques est connue pour provoquer une diminution de la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires en réponse a une infection (Deng et al., 2015). De plus,
I'inhibition de SHP2 diminue la sécrétion d’IFNy et d’IL-17A en réduisant le nombre de
lymphocytes T dans un modéle murin de Lupus (Wang et al.,, 2016). Ainsi, d’autres
caractérisations sont encore nécessaires pour mieux comprendre I'impact d’une
hyperactivation de SHP2 sur les populations immunitaires. Pour cela, nous pourrions utiliser
la méme approche que dans ces travaux en isolant les cellules immunitaires de différents
tissus métaboliques, puis en les caractérisant suivant leurs marqueurs de surface par

cytométrie en flux.

3. Autres contributions a I'insulino résistance

a. SHP2 et signalisation de l'insuline

Nous avons montré dans ce travail de thése que linsulino-résistance associée a
I’"hyperactivation de SHP2 dans le SN est secondaire a une inflammation des tissus
métaboliques. Cependant, comme SHP2 peut moduler négativement la voie PI3K (Case et al.,
1994; Rocchi et al., 1996; Ugi et al., 1996; Myers et al.,, 1998; Ouwens et al., 2001), il est
possible que I'hyperactivation de SHP2 diminue la signalisation PI3K en réponse a l'insuline,
contribuant ainsi a I'insulino résistance de certains tissus métaboliques. On peut anticiper que
cet effet soit peu marqué dans le foie, compte tenu de la restauration de la sensibilité
hépatique a linsuline lors de la déplétion en macrophages. En effet, alors que
I’hyperactivation de SHP2 est toujours présente dans les hépatocytes, on n’observe pas
d’inhibition de la voie PI3K en réponse a l'insuline. Par contre, cet effet pourrait étre plus

présent dans le muscle. A I'appui de cette hypothese, il est intéressant de noter que nos
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expériences de transplantation de moelle osseuse révelent une contribution des cellules non
hématopoiétiques a linsulino résistance, des souris NS reconstituées avec de la moelle

osseuse de souris WT restant plus insulino résistantes que des souris WT.

De plus, des résultats préliminaires montrent que dans des MEFs exprimant différents
mutants hyperactifs de SHP2 (N308D, D61del) la phosphorylation d’AKT sur sa S473 induite
par I'insuline est diminuée (Figure 26), suggérant un impact direct de I'hyperactivation de
SHP2 sur la signalisation PI3K. A I'appui de ce possible effet de SHP2 sur la signalisation
insulinique, il est a rappeler que des mutants hypoactifs de SHP2, responsables du SN-ML
induisent une plus forte activation de la voie PI3K en réponse a lI'insuline in vitro qui se traduit

par une meilleure sensibilité a I'insuline in vivo (Tajan et al., 2014).

MEF WT MEF SHP2N30sD  \JEF SHP2061del
Ins(min) o 5 15 30 0 5 15 30 0 5 15 30
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Figure 26 : Impact de mutants hyperactifs de SHP2 sur I'activation de la voie insulinique.

Des MEFs préalablement transduites avec les mutants hyperactifs N308D et D61del sont stimulées par
I'insuline pendant différentes durées et la phosphorylation d’AKT a été mesurée et utilisée comme
read-out de I'activation de la voie insulinique.

Ces résultats suggerent qu’en plus de promouvoir I'inflammation, SHP2 agirait également au
niveau cellulaire sur la voie PI3K. Mécanistiquement, ceci pourrait s’expliquer par une
déphosphorylation plus importante par les mutants hyperactifs de SHP2 des sites de
recrutement de PI3K portés par IRS1, ces motifs YXXM pouvant étre des substrats de SHP2
(Rocchi et al., 1996 ; Ugi et al., 1996 ; Case et al., 1994 ; Myers et al., 1998 ; Ouwens et al.,
2001). Il serait intéressant d’étudier cette mécanistique et d’étendre ce résultat a d’autres
lignées cellulaires métaboliquement pertinentes (C2C12, 3T3-F442A..) pour évaluer la

réponse fonctionnelle a I'insuline (e.g. uptake de glucose).
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b. SHP2 et production d’insuline

L'intolérance au glucose peut aussi traduire un déficit de production d’insuline, situation
retrouvée dans le diabete de type I. S’il est évident que les souris SN ne sont pas
insulinopéniques, de facon intéressante, nous n’observons pas d’augmentation significative
de I'insulinémie des souris SN suite a un bolus de glucose par rapport aux souris WT, alors que
les souris SN sont insulino-résistantes. De plus, lors d’un régime gras, I'insulinémie des souris

SN n’est pas modifiée, alors qu’elle augmente considérablement chez les souris WT (Figure

27).
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Figure 27 : Evolution de 'insulinémie au cours du temps avant et aprés un bolus de glucose

L’insulinémie est mesurée a divers dges, chez des animaux nourris en régime normal ou en régime gras,
avant et aprés un bolus de glucose. Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, * p<0,05, **
p<0,01, 2 way ANOVA avec correction de Bonferroni, n= 18-20 dans chaque groupe.

Cette absence d’augmentation d’insulinémie pourrait étre due a une moindre capacité de
sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques. En effet, bien qu’un marquage insuline
dans le pancréas ne révele pas de différence significative entre les SN et les WT en terme de
quantité d’insuline, nous n’avons pas évalué les capacités de sécrétion de la cellule B. Etant
connu que des cytokines pro-inflammatoires diminuent la sécrétion d’insuline au niveau de la
cellule B (Maedler et al., 2002; Donath et al., 2009; Nordmann et al., 2017), il est possible
d’envisager que l'inflammation présente dans les tissus métaboliques du SN soit également

retrouvée au niveau de la cellule B et diminue la sécrétion d’insuline. A I'appui de cette
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hypothése, nous avons mesuré que I'insulinémie des souris NS transplantées avec de la moelle

osseuse WT était significativement augmentée (Figure 28).

Figure 28: Mesure de I'insulinémie avant et aprés un bolus de glucose lors de la transplantation de
la moelle osseuse

L’insulinémie est mesurée 17 semaines apres la greffe de moelle osseuse. Les valeurs sont exprimées
en moyennes + SEM, * p<0,05, ** p<0,01, 2 way ANOVA avec correction de Bonferroni, n= 8-14 dans
chaque groupe. (WW : WT greffées avec une moelle osseuse WT ; WN : WT greffées avec une moelle

osseuse SN ; NN : SN greffées avec une moelle osseuse SN ; NW SN greffées avec une moelle osseuse
WT).

Pour étayer cette observation, il faudrait caractériser le niveau d’inflammation du pancréas
des souris SN et évaluer sur flots isolés si le glucose-sensing est altéré en mesurant la sécrétion
d’insuline en réponse a diverses concentrations de glucose. Ensuite, il serait intéressant de
réaliser des expériences de co-culture avec des ilots isolés et des macrophages SN ou WT
(culture primaire, ou lignées préalablement transduites avec les formes mutées de SHP2) pour

mesurer leur capacité de sécrétion d’insuline.

La moindre sécrétion d’insuline pourrait également étre liée a une diminution de I'effet
incrétine, notamment via le GLP-1 qui est connu pour stimuler la sécrétion d’insuline de la
cellule B (Nauck et al., 1986; Kjems et al., 2003). En effet, I'intolérance au glucose des souris
SN apparait moins marquée lorsque I'on réalise une IP-GTT (qui permet de s’affranchir de

I'effet incrétine) que lors d’'une OGTT classique (Figure 29).
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Figure 29 : Test de tolérance au glucose réalisé en IP

Les animaux regoivent un bolus de glucose en ip, puis la glycémie est mesurée au cours du temps. Les
valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, * p<0,05, 2 way ANOVA avec correction de Bonferroni, n=
8-12 dans chaque groupe

De plus, des résultats préliminaires montrent que suite a un prétraitement de 30 min avec un
antagoniste au récepteur du GLP-1 (exendin-9), I'ingestion d’un bolus de glucose n’entraine
pas de modification significative de la tolérance au glucose chez la souris SN, ni de diminution

de lI'insulinémie (Figure 30).

A

Figure 30 : Test de tolérance au glucose et mesure de I'insulinémie aprés un pré-traitement avec de
I’Exendine 9

Les animaux sont pré-traités pendant 30 min avec de I’Exendine 9, puis leur tolérance au glucose (A) et
leur insulinémie (B) ont été mesurées. Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, * p<0,05, Student
t-test, SS p<0,01, 555 p<0,001, WT-PBS vs WT-EX9, 2 way ANOVA avec correction de Bonferroni, n= 4-
5 dans chaque groupe.
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Ce résultat peut s’expliquer soit par une moindre sécrétion de GLP-1 par les souris SN, soit par
un défaut de signalisation du GLP-1. Or, le dosage du GLP-1 plasmatique 15 min aprées
ingestion du bolus de glucose montre que les souris SN sécrétent autant de GLP-1 que les
souris WT (Figure 31), suggérant alors que |'effet durant 'OGTT soit provoqué par une
altération de la signalisation GLP-1. Pour confirmer ce résultat, il serait possible de réaliser le
méme protocole expérimental en prétraitant avec un agoniste du récepteur au GLP-1
(exendin-4). Ainsi, si ce prétraitement n’entraine aucune modification de la tolérance au
glucose et de la sécrétion d’insuline chez le SN, cela confirmerait I'altération de signalisation

GLP-1.

Figure 31: Dosage du GLP-1 plasmatique aprés un bolus de glucose

Les animaux recoivent un bolus de glucose, puis 15 min apres, le sang
est prélevé en veine porte, et le dosage de GLP-1 est réalisé sur
plasma. Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, n= 4-5 dans
chaque groupe.

4. L’activation de SHP2 serait-elle a I'origine de I'inflammation provoquant
I'insulino-résistance dans un contexte de maladies métaboliques

chroniques?

La démonstration d’un role de I’"hyperactivation de SHP2 dans I'installation de I'inflammation
des tissus métaboliques et de I'insulino résistance qui en découle ameéne naturellement a
s’interroger sur la transposition de ce méme mécanisme dans un contexte plus large de
maladies métaboliques (obésité, syndrome métabolique), et donc a envisager que son
inhibition puisse représenter une approche intéressante pour empécher le développement de

I'insulino résistance.

Comme nous l'avons vu dans l'introduction, il existe un lien entre I'expression de SHP2 et
I'obésité. Deux études ont montré qu’en situation d’obésité, lorsque des souris sont nourries

avec un régime gras, I’expression de SHP2 augmente au niveau du foie et des tissus adipeux
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(Bettaieb et al., 2011; Nagata et al., 2012). A la lumiére de nos résultats, il serait intéressant
d’évaluer si I'augmentation d’expression de SHP2 dans le foie et les tissus adipeux ne serait
pas due a sa surexpression dans les macrophages et/ou au recrutement accru de macrophage
exprimant/surexprimant SHP2. En effet, ces deux tissus comprennent une grande proportion
de macrophages présents en régime normal et qui augmente en régime gras. Toutefois, nous
ne pouvons pas exclure que I'obésité induise une surexpression de SHP2 dans d’autres cellules
ou tissus (e.g. hépatocyte, adipocyte, cellule intestinale) et que cela contribue a I'installation
de I'inflammation ou a d’autres processus promoteurs de l'insulino-résistance. En effet, le KO
hépatocytaire de SHP2 améliore le métabolisme glucidique et protege de I'insulino-résistance
induite par un régime gras (Matsuo et al., 2010 ; Nagata et al., 2012). Une question importante
est alors de comprendre ce qui provoque la surexpression de SHP2 en régime obésogene. En
effet, 'étude de Nagata et al. révéle que I'expression de SHP2 est sensible au régime gras,
mais également au statut nutritionnel en diminuant durant le jeline et en augmentant durant
le renourrissage (Nagata et al., 2012). Ceci suggere que son expression puisse étre sous la
dépendance de certains lipides ou de facteurs de transcription intervenant dans le
métabolisme des lipides comme SREBP ou ChREBP. De fagon intéressante, le profil
d’expression de SREBP dans le foie ou les tissus adipeux suit celui de SHP2 (Gosmain et al.,
2005; Lam et al., 2012). En outre, bien que les données sur la régulation de I'expression de
SHP2 soient encore parcellaires, il est intéressant de noter que la transcription de son géne
peut étre induite par NF-kB (Seki et al., 2007; Kang et al., 2017), ce qui pourrait s’inscrire dans

une boucle d’amplification de I'inflammation.

Bien que nous n’ayons pas documenté dans notre étude une augmentation de I'expression ou
de I'activité de SHP2 en situation d’obésité, nous apportons une évidence indirecte forte de
I'implication de SHP2 dans l'insulino-résistance secondaire a des désordres métaboliques. En
effet, un traitement chronique par un inhibiteur de SHP2 améliore la gluco-intolérance et la
métaflammation induites par un régime gras. Ces résultats suggerent que SHP2 pourrait étre
le point de départ de I'inflammation dans I'obésité et une cause suffisante pour altérer la
tolérance au glucose. Il est important de noter que des études antérieures avaient démontré
un réle protecteur de SHP2 au niveau neuronal sur le contréle de I'obésité et sur la tolérance
au glucose, posant le concept de son activation comme thérapie pour diminuer I'obésité et

les troubles du métabolisme glucidique associés (Zhang et al., 2004; Feng, 2006; Krajewska et
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al., 2008; Banno et al., 2010; He et al., 2012). L'importance de ces effets centraux et I'intérét
thérapeutique de l'activation de SHP2 semble toutefois a modérer a la lumiere de nos
résultats montrant I'importance de I’hyperactivation de SHP2 sur I'inflammation et I'insulino-

résistance qui en résulte.

Si I'inhibition de SHP2 au cours de I'obésité semble efficace sur la tolérance au glucose, les
risques associés sont encore inconnus. En effet, comme nous I'avons vu précédemment, SHP2
a des roles pléiotropiques dans le développement et le métabolisme. Ainsi, bien que
I'inhibition de SHP2 ne devrait pas affecter la croissance chez la souris adulte, elle pourrait
avoir des effets secondaires non spécifiques sur les cellules en prolifération, semblables aux
anti-cancéreux. Toutefois, I'idée serait plutot, dans le contexte métabolique, de normaliser
I'activité de SHP2, et non de l'inhiber totalement, limitant ainsi ces effets. De plus, son impact
sur les cellules immunitaires et I'adiposité est a prendre en compte. Bien que plusieurs études
montrent que l'inhibition de SHP2 est tres efficace pour diminuer I'inflammation dans un
contexte inflammatoire chronique ou lors d’un choc septique (Hsu et al., 2018), I'impact de
son inhibition avant infection n’est pas connu. L'on pourrait imaginer que son inhibition

diminue la capacité des cellules immunitaires a prévenir I'infection de pathogéenes.

Dans un contexte de traitement de linsulino-résistance associée a |'obésité, un effet
secondaire important a prendre en compte est I'impact sur I'adiposité. L’hyperactivation de
SHP2 résulte en une adiposité réduite et son inactivation dans certains tissus provoque une
obésité, par des effets centraux notamment sur la prise alimentaire. Il se pourrait donc que
I'inhibition de SHP2 induise une prise de masse grasse, problématique dans une situation
d’obésité. Bien que nous montrions qu’un traitement de deux semaines n’impacte pas
I'adiposité de souris obéeses, nous n’avons pas encore d’information sur I'effet d’un traitement
apluslong terme. En effet, il est connu que I'inhibition de SHP2 diminue I’activation des MAPK,
et nous démontrons ici que l'inhibition des MAPK avec du PD0325901 pendant quatre
semaines induit une augmentation de I'adiposité chez des animaux en régime normal. Cette
différence d’effet pourrait étre due a la durée du traitement (deux semaines pour le SHP099
vs quatre semaines pour le PD0325901), a un niveau d’inhibition différent selon le traitement
employé ou a I'effet régime, puisque plusieurs études montrent qu’inhiber les MAPK en HFD

ne modifie pas I'adiposité des souris (Banks et al., 2015; Ozaki et al., 2016). D’autres études
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seront donc nécessaires pour déterminer si un traitement par cet inhibiteur de SHP2 modifie

I'adiposité.

Dans I'éventualité d’effets secondaires, une stratégie visant a empécher I'augmentation
d’expression de SHP2 induite par I'obésité pourrait représenter une approche plus ciblée et
spécifique pour éviter la survenue du DT2. La question de comprendre ce qui provoque
I’'augmentation de SHP2 en régime gras prend toute son importance. Ainsi, |'utilisation d’un
inhibiteur de I'activité ou de I'expression de SHP2 serait une thérapie efficace pour améliorer
la sensibilité a I'insuline dans I'obésité. Dans ce sens, un brevet d’invention sur 'utilisation du

SHP099 contre I'insulino-résistance est en cours de dép6t (annexe 1).

Il. Inflammation et désordres métaboliques : de nouveaux
composants dans la physiopathologie du SN et des syndromes
apparentés.

L'identification de désordres métaboliques dans le SN, a la fois dans un modele murin et chez
des patients, souleve également des questions quant a la physiopathologie de ce syndrome et

des maladies apparentées.

1. Autres désordres métaboliques

En plus de la résistance a l'insuline, nous avons mis en évidence que le SN est associée a une
adiposité réduite a la fois chez les patients ainsi que dans notre modéle murin de la maladie.
La cause de cette adiposité réduite n’est pas connue, mais plusieurs explications sont
possibles. Parmi ces explications, nous avons également mis en évidence que les souris SN

présentent une augmentation de leur dépense énergétique (Figure 32).

Figure 30 : Mesure de la dépense énergétique

La dépense énergétique de souris WT et SN est mesurée pendant 24h par calorimétrie
indirecte. Les valeurs sont exprimées en moyennes + SEM, *** p<0,001, Student t-test, n= 8
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Ainsi, il serait possible d’imaginer que dans les tissus adipeux, il y ait une augmentation de
I'activité mitochondriale associée a un découplage de la chaine respiratoire entrainant ainsi
une augmentation de la production de chaleur. A I'appui de cette hypothese, il a été montré
gu’une mutation hyperactivatrice de SHP2 induit une augmentation de la respiration
mitochondriale de MEFs transduites avec une forme mutée de SHP2 (Zheng et al., 2013). Cette
réduction d’adiposité pourrait également étre une conséquence d’une altération de
I’adipogenése et/ou une augmentation de I’activité lipolytique, comme il I'a déja été montré
dans le SN-LM (Tajan et al., 2014). Selon cette derniere hypothése, il serait intéressant de
déterminer le devenir des acides gras libérés, et d’évaluer notamment s’ils ne sont pas utilisés
par les macrophages. Associé a cette adiposité réduite, un trait marquant retrouvé a la fois
chez les patients et dans le modéle murin est I’hypoleptinémie. Si elle peut étre la
conséquence de I'adiposité réduite, on peut également envisager une origine centrale de ce
phénotype : en effet, SHP2 est directement recrutée en aval du récepteur de la leptine et
promeut ses effets (do Carmo et al., 2014). Un mutant hyperactif de SHP2 induirait alors une
forte sensibilité a la leptine, et en conséquence un rétrocontréle tant sur le développement
de I'adiposité que sur la production de leptine. Dans la méme veine, une telle hypersensibilité
a la leptine pourrait expliquer 'augmentation de dépense énergétique ainsi que les anomalies
de prise alimentaire. En effet, bien que ce dernier aspect ne soit pas retrouvé chez des souris
SN adultes, les difficultés d’alimentation représentent un probléme majeur chez les

nourrissons atteints de SN, nécessitant une alimentation entérale dans 30% des cas.

2. Similitudes et différences parmi les Rasopathies

Le phénotype métabolique observé dans le SN pose également la question de son existence
dans des pathologies apparentées. Le SN fait partie d’une famille de maladies appelées
Rasopathies, qui sont causées par des mutations de composants intervenant dans la voie
RAS/MAPK. Ainsi, il existe certains symptomes du SN qu’il est possible de retrouver dans
d’autres Rasopathies. Parmi ces symptomes, on retrouve I'adiposité réduite qui a déja été
montrée pour étre présente également dans le SN-LM (Tajan et al., 2014). Cette
caractéristique semble dépendre de I’hyperactivation des MAPK, puisque une précédente
étude du laboratoire a montré qu’un traitement avec un inhibiteur de MEK augmentait le
poids, la masse grasse et la leptinémie des souris SN-LM (Tajan et al., 2014), et nos résultats

montrent que ce phénoméne se retrouve aussi chez les souris SN (Figure S5). Ainsi, I'adiposité
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réduite pourrait étre un trait commun a toutes les Rasopathies. Dans ce sens, I'IMC réduit
semble étre retrouvé de facon générale dans ces syndromes, bien que des études plus vastes

soient nécessaires pour valider ce concept (Malaquias et al., 2012 ; Binder et al., 2012).

Une autre caractéristique commune aux Rasopathies pourrait étre I'augmentation de la
dépense énergétique. En effet, il a été rapporté une augmentation de la dépense énergétique
dans des patients atteints du syndrome de Costello (Leoni et al., 2016). De plus, cette
augmentation de dépense énergétique est également retrouvée dans un modéle murin du
SN-LM (Tajan et al., 2014), et de premiers résultats du laboratoire montrent une réversion de
ce phénotype, tant chez les souris SN que chez les souris SN-LM, lors d’un traitement

chronique par un inhibiteur de MEK.

Cependant, d’autres caractéristiques pourraient ne pas s’appliquer a I'ensemble des
Rasopathies. En effet, nous mettons ici en évidence le lien entre SHP2, inflammation et
insulino-résistance. Ce lien semble indépendant de I'hyperactivation de la voie RAS/MAPK,
puisque suite au traitement avec un inhibiteur de MEK, on ne voit pas de modification de
I'inflammation chez les souris SN ni de leur métabolisme glucidique. Ainsi, cette association
semblerait purement dépendante de SHP2 et pourrait étre en lien avec son effet sur STAT3
dans le lignage hématopoiétique (Zhang et al., 2004, 2009). Pour renforcer I’hypothése que
cette association soit indépendante des MAPK, nous pourrions regarder |'activation de la voie
MAPK dans des BMDM de souris SN apres stimulation au LPS. De plus, dans le SN-LM, des
données préliminaires montrent que bien que ces animaux présentent une hyperactivation
des MAPK (Tajan et al., 2014), nous ne retrouvons pas de différences significatives dans
I’expression génique de marqueurs pro-inflammatoires au niveau du foie, du muscle et du
tissu adipeux blanc, et un profil glucidiqgue en miroir de celui du SN (meilleure tolérance a

I'insuline et au glucose) (Figure 33)

L’insulino-résistance et la métainflammtion pourraient donc étre un trait restreint au SN causé
par des mutations de PTPN11, une hypothése qu’il serait intéressant de vérifier en analysant
d’autres modeéles murins de SN (Sos1£8%¢K Raf1t613V) ou d’autres Rasopathies (e.g. syndrome

de Costello).
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3. Vers un role étendu de I'inflammation et du macrophage dans le SN?

Etant donnée I'implication de SHP2 dans I'inflammation, serait-il possible que certains

symptdémes du SN soient provoqués par une inflammation ?
a. Les cardiopathies

Les cardiopathies sont I'un des principaux symptomes du SN et se caractérisent par une
sténose des valves pulmonaires dans 60% des cas et une cardiomyopathie hypertrophique
dans 20% des cas (Paccoud et al., 2018). Bien qu’il a été montré dans un modele murin du SN
que ce défaut soit associé a I'hyperactivation des MAPK, on peut se demander si une
inflammation durant le développement cardiaque ne pourrait pas participer au phénotype
(Nakamura et al.,, 2007). En effet, plusieurs études indiquent que des cytokines sont
impliquées dans le développement de I’hypertrophie cardiaque et notamment via I’activation

de la voie NF- kB (Thaik et al., 1995; Purcell et al., 2001; Smeets et al., 2008).
b. Les troubles cognitifs

Il est bien connu qu’une inflammation altére les capacités cérébrales, que ce soit lors du
développement cérébral au niveau de la matiere blanche ou de I’hippocampe, ou suite a une
opération (troubles cognitifs post-opératoires) (Favrais et al., 2011; Su et al., 2012; Peng et al.,
2013; Green and Nolan, 2014). Un des symptomes du SN est un déficit cognitif qui est présent
chez plus de la moitié des patients (Paccoud et al., 2018). Il a été montré dans un modele
souris du SN que les troubles de I'apprentissage et de la mémoire sont réversés chez la souris
adulte suite a un bref traitement avec de la lovastatine (Lee et al., 2014). Or il est décrit que

la lovastatine diminue la synthése de médiateurs inflammatoires dans I’hippocampe (Gouveia
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et al., 2011). De plus, il a récemment été montré dans une lignée murine de macrophages
(RAW264.7) que son effet anti-inflammatoire est médié par une diminution d’activation de la

voie NF- kB (Choi et al., 2017).

c. Leretard de croissance

Un autre symptome du SN est le retard de croissance qui a été montré par de précédents
travaux de I'équipe pour étre provoqué par une diminution de libération d’IGF-1 et amélioré

suite a un traitement avec un inhibiteur de MEK (U1026) (Serra-Nedelec et al., 2012).

Plusieurs études suggerent une association entre de hauts niveaux de cytokines pro-
inflammatoires et de bas niveaux de IGF-1 (Street et al., 2006; Choukair et al., 2014). De plus,
des souris surexprimant I'lL-6 présentent une diminution des niveaux de IGF-1 associée a un
retard de croissance (De Benedetti et al., 1997). Ces études suggérent donc que
I'inflammation, en diminuant les taux d’IGF-1, puisse impacter la croissance. Or, dans |'étude
de de Rocca Serra-Nedelec et al., les souris SN présentent une diminution des niveaux
plasmatiques d’IGF-1 et une libération diminuée d’IGF-1 en réponse a I’lhormone de croissance
GH suggérant qu’une inflammation pourrait participer au retard de croissance des souris SN.
Enfin, les auteurs montrent que I'utilisation du U1026, en diminuant I'activation des MAPK,
améliore la libération d’IGF-1 et augmente la croissance des animaux. Etant donné que
I'inhibiteur U1026 a été montré pour diminuer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
suite a une stimulation au LPS (Schuh and Pahl, 2009), on peut alors se demander si

I'inflammation présente chez la souris SN ne pourrait pas participer au retard de croissance.

d. Les anomalies squelettiques

Un des symptomes caractéristiques du SN est représenté par les anomalies squelettiques. Le
tissu osseux est notamment constitué d’ostéoclastes, qui sont des cellules dérivées de
progéniteurs myéloides intervenant dans la résorption osseuse. Etant donnée I'implication de
SHP2 dans l'activation des macrophages, I'on pourrait se demander si ces anomalies
squelettiques ne seraient pas une conséquence de |’hyperactivation de SHP2 dans les
ostéoclastes ou si I’hyperactivation de SHP2 dans les progéniteurs n’induirait pas une plus
grande quantité d’ostéoclastes. Dans ce sens SHP2 a été décrite comme un régulateur positif
de la génération des ostéoclastes (Bauler et al., 2011; Kamiya et al. 2011 ; Yang et al., 2013 ;
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Wang et al. 2013; Zhou et al., 2015 ; Mohan et al. 2015). A I'appui de cette hypothese, des
résultats préliminaires montrent que I’hyperactivation de SHP2 associée au SN induit une
augmentation du nombre d’ostéoclastes in vivo et une induction plus forte de

I’ostéoclastogenése in vitro (Figure 34).

Figure 324 : Ostéoclastogenése accrue dans le SN

Coloration au TRAP, un marquage spécifique des osteoclastes matures, sur coupe histologique d’os de
souris WT et SN (en haut). Des cellules de moelle osseuse de souris WT et NS ont été mises en culture
en dans un milieu ostéoclastogénique, (M-CSF + RANKL) puis un marquage TRAP a été réalisé (en bas).

A l'inverse du SN, dans la Métachondromatose, I'inactivation de SHP2 pourrait induire un
défaut de différenciation de progéniteurs myéloides en ostéoclastes ou une diminution de

I'activité de ceux-ci, et pourrait étre la cause des enchondromes.

e. Les maladies auto-immunes

Nous avons vu précédemment que le SN est associé a plusieurs maladies auto-immunes, en
particulier avec le Lupus Erythémateux Systémique (LES). Or il a été montré que le fait
d’inhiber SHP2 diminue lI'inflammation et améliore le pronostic d’'un modele murin de la
maladie (Wang et al., 2016). Etant donné le lien que nous montrons ici entre SHP2 et
inflammation, il serait possible d’imaginer que certaines mutations hyperactivatrices de SHP2

associées au SN puisse déclencher ou au moins intervenir dans la pathogénese du LES.
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f. Les LMMJ

Les LMMIJ sont des leucémies retrouvées en plus grande proportion dans le SN que dans la
population générale. L’hyperactivation de SHP2 dans les monocytes/macrophages ou leurs
progéniteurs pourrait participer a I'apparition de cette pathologie. En effet, il est bien connu
que des mutations hyperactivatrices de SHP2 dans les progéniteurs myéloides mais aussi dans
le microenvironnement des cellules de la moelle osseuse augmente fortement le taux
d’apparition de ce type de leucémie (Dong et al., 2016). Ainsi, I’hyperactivation de SHP2
associée au SN pourrait augmenter I'activité et la prolifération des progéniteurs myéloides
(soit par un effet direct sur le progéniteur lui-méme ou via I'effet sur le microenvironnement).
Il serait donc intéressant d’identifier s’il existe une sous-population particuliére de monocytes,
ou si une étape spécifique du lignage myéloide est altérée. Enfin, une étude comparative des
profils d’expression dans différentes populations monocytaires/macrophagiques (foie, moelle

osseuse...) pourrait permettre d’identifier une dysfonction commune.

Ainsi I’'ensemble de ce travail a permis de documenter un nouveau phénotype métabolique
associé a I’hyperactivation de SHP2, en particulier un lien direct entre SHP2 et insulino-
résistance mettant en jeu une dysfonction macrophagique. Ces résultats apportent un
éclairage nouveau sur la physiopathologie du SN et des syndromes apparentés, mettant en
lumiére des anomalies métaboliques dont |'origine et les conséquences pourraient dépasser
le cadre strict du métabolisme. Au-dela des maladies rares, ces travaux ouvrent des
perspectives intéressantes concernant les mécanismes a l'origine de I'insulino-résistance,

avec de possibles retombées dans le développement de thérapeutiques anti-diabétiques.
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Annexes

Annexe 1

USE OF SHP2 INHIBITORS FOR THE TREATMENT OF INSULIN RESISTANCE

FIELD OF THE INVENTION:
The present invention relates to use of SHP2 inhibitors for the treatment of insulin resistance.
BACKGROUND OF THE INVENTION:

Despite reaching an epidemic status worldwide, metabolic disorders, notably diabetes, still
miss efficient and specific therapeutic strategies because of their multifactorial origin.
Resistance of peripheral tissues (liver, muscle, adipose tissue) to insulin action is a key event
in diabetes onset, so that therapeutic strategies aiming at restoring insulin sensitivity are
highly relevant. However, they essentially remain unsatisfactory. For instance,
thiazolidinediones, by binding peroxisome proliferator activated receptor gamma, increase
insulin sensitivity, but such treatments are associated to important side effects. There is
therefore still an important need to understand insulin resistance-promoting mechanisms to

identify therapeutic targets.

SHP2 is a ubiquitous tyrosine phosphatase that regulates major signalling pathways (e.g.
MAPK, PI3K) in response to many growth factors, thereby having key functions during
development, so that its dysregulation has been linked to developmental disorders as well as
cancers (Tajan, M., de Rocca Serra, A., Valet, P., Edouard, T., and Yart, A. (2015). SHP2 sails
from physiology to pathology. European journal of medical genetics 58, 509-525.). SHP2 also
plays major roles in metabolism regulation, as evidenced by the severe phenotype of its
targeted invalidation in various tissues and organs, however the global metabolic role of SHP2,
and the contribution of its deregulation to metabolic diseases, have never been ascertained
(Tajan, M., de Rocca Serra, A., Valet, P., Edouard, T., and Yart, A. (2015). SHP2 sails from
physiology to pathology. European journal of medical genetics 58, 509-525.). Several SHP2
inhibitors have been described in the prior art (e.g. W02010121212 and W02015003094) but
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their use in the treatment of insulin resistance has never been described. In contrast, the
concept of using strategies aiming at activating SHP2 to alleviate obesity and or diabetes has
been proposed, based on the identification of a primary function of SHP2 in postmitotic
forebrain neurons is the control of energy balance and metabolism (Zhang EE, Chapeau E,
Hagihara K, Feng GS. Neuronal Shp2 tyrosine phosphatase controls energy balance and
metabolism. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 Nov 9;101(45):16064-9). Moreover, mice with a
neuron-specific, conditional Shp2 deletion, developed obesity and diabetes and the
associated pathophysiological complications that resemble those encountered in humans,
including hyperglycemia, hyperinsulinemia, hyperleptinemia, insulin and leptin resistance,
vasculitis, diabetic nephropathy, urinary bladder infections, prostatitis, gastric paresis, and
impaired spermatogenesis (Krajewska M1, Banares S, Zhang EE, Huang X, Scadeng M, Jhala
US, Feng GS, Krajewski S Development of diabesity in mice with neuronal deletion of Shp2
tyrosine phosphatase. Am J Pathol. 2008 May;172(5):1312-24.).

SUMMARY OF THE INVENTION:

The present invention relates to use of SHP2 inhibitors for the treatment of insulin resistance.

In particular, the present invention is defined by the claims.
DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION:

The first object of the present invention relates to a method of treating insulin resistance in a
subject in need thereof comprising administering to the subject a therapeutically effective

amount of a SHP2 inhibitor.

As used herein, the term "subject" refers to a human or another mammal (e.g., primate, dog,
cat, goat, horse, pig, mouse, rat, rabbit, and the like), that can be afflicted with insulin
resistance. In a particular embodiment of the present invention, the subject is a human being.
In such embodiments, the subject is often referred to as an "individual". The term "individual"

does not denote a particular age, and thus encompasses children, teenagers, and adults.

As used herein, the term “insulin resistance” has its common meaning in the art. Insulin
resistance is a physiological condition where the natural hormone insulin becomes less
effective at lowering blood sugars. The resulting increase in blood glucose may raise levels
outside the normal range and cause adverse health effects such as metabolic syndrome,
dyslipidemia and subsequently type 2 diabetes mellitus. The method of the present invention
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is thus particularly suitable for the treatment of type 2 diabetes. As used herein, the term
"type 2 diabetes" or “non-insulin dependent diabetes mellitus (NIDDM)” has its general
meaning in the art. Type 2 diabetes often occurs when levels of insulin are normal or even
elevated and appears to result from the inability of tissues to respond appropriately to insulin.

Most of the type 2 diabetics are obese.

In some embodiments, the subject suffers from obesity. As used herein the term "obesity"
refers to a condition characterized by an excess of body fat. The operational definition of
obesity is based on the Body Mass Index (BMI), which is calculated as body weight per height
in meter squared (kg/m?). Obesity refers to a condition whereby an otherwise healthy subject
has a BMI greater than or equal to 30 kg/m?, or a condition whereby a subject with at least
one co-morbidity has a BMI greater than or equal to 27 kg/m2. An "obese subject" is an
otherwise healthy subject with a BMI greater than or equal to 30 kg/m? or a subject with at
least one co-morbidity with a BMI greater than or equal 27 kg/m?. A "subject at risk of obesity"
is an otherwise healthy subject with a BMI of 25 kg/m? to less than 30 kg/m? or a subject with
at least one co-morbidity with a BMI of 25 kg/m? to less than 27 kg/m?. The increased risks
associated with obesity may occur at a lower BMI in people of Asian descent. In Asian and
Asian-Pacific countries, including Japan, "obesity" refers to a condition whereby a subject with
at least one obesity-induced or obesity-related co-morbidity that requires weight reduction
or that would be improved by weight reduction, has a BMI greater than or equal to 25 kg/m?.
An "obese subject" in these countries refers to a subject with at least one obesity-induced or
obesity-related co-morbidity that requires weight reduction or that would be improved by
weight reduction, with a BMI greater than or equal to 25 kg/m?. In these countries, a "subject

at risk of obesity" is a person with a BMI of greater than 23 kg/m? to less than 25 kg/m?2.

As used herein, the term "treatment" or "treat" refer to both prophylactic or preventive
treatment as well as curative or disease modifying treatment, including treatment of subject
at risk of contracting the disease or suspected to have contracted the disease as well as
subjects who are ill or have been diagnosed as suffering from a disease or medical condition,
and includes suppression of clinical relapse. The treatment may be administered to a subject
having a medical disorder or who ultimately may acquire the disorder, in order to prevent,
cure, delay the onset of, reduce the severity of, or ameliorate one or more symptoms of a

disorder or recurring disorder, or in order to prolong the survival of a subject beyond that
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expected in the absence of such treatment. By "therapeutic regimen" is meant the pattern of
treatment of an illness, e.g., the pattern of dosing used during therapy. A therapeutic regimen
may include an induction regimen and a maintenance regimen. The phrase "induction
regimen" or "induction period" refers to a therapeutic regimen (or the portion of a therapeutic
regimen) that is used for the initial treatment of a disease. The general goal of an induction
regimen is to provide a high level of drug to a subject during the initial period of a treatment
regimen. An induction regimen may employ (in part or in whole) a "loading regimen", which
may include administering a greater dose of the drug than a physician would employ during a
maintenance regimen, administering a drug more frequently than a physician would
administer the drug during a maintenance regimen, or both. The phrase "maintenance
regimen" or "maintenance period" refers to a therapeutic regimen (or the portion of a
therapeutic regimen) that is used for the maintenance of a subject during treatment of an
iliness, e.g., to keep the subject in remission for long periods of time (months or years). A
maintenance regimen may employ continuous therapy (e.g., administering a drug at a regular
intervals, e.g., weekly, monthly, yearly, etc.) or intermittent therapy (e.g., interrupted
treatment, intermittent treatment, treatment at relapse, or treatment upon achievement of
a particular predetermined criteria [e.g., disease manifestation, etc.]). In particular, the
method of the present invention is particularly suitable for improving blood glucose control,
enhancing insulin signalling in skeletal muscle and adipose tissue, reducing lipotoxicity in
skeletal muscle and adipose tissue, increasing lipid oxidative capacity in skeletal muscle and

adipose tissue, or maintaining long-term insulin sensitivity in the subject.

As used herein, the term “SHP2” has its general meaning in the art and refers to the protein
encoded by the PTPN11 gene. SHP2 is a non-receptor protein tyrosine phosphatase (PTP) with
two Src homology- 2 (SH2) domains (N-SH2, C-SH2) (Alonso et. al., 2004; Neel et al., 2003).
SHP2 is also known as Homo sapiens protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11

(PTPN11).

As used herein, a “SHP2 inhibitor” refers to any compound natural or not which is capable of
inhibiting the activity of SHP2, in particular SHP2 phosphatase activity. SHP2 inhibitors are well
known in the art. The term encompasses any SHP2 inhibitor that is currently known in the art
or that will be identified in the future. The term also encompasses inhibitor of expression. In

some embodiments, the SHP2 inhibitor is selective over the other phosphatases including
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SHP1. By “selective” it is meant that the inhibition of the selected compound is at least 10-
fold, preferably 25-fold, more preferably 100-fold, and still preferably 300-fold higher than the
inhibition of the other phosphatases. Typical assays are also described in W02010121212 and
W02015003094. Typically, the SHP2 inhibitor is a small organic molecule.

Non-limiting examples of SHP2 inhibitors include NSC-87877 (also known as 8-Hydroxy-7-[(6-
sulfo-2-naphthyl)azo]-5-quinolinesulfonic  acid), estradiol phosphate, estramustine
phosphate, PHPS1, NSC-117199, SP1-112, SP1-112Me (see Chen, L. et al., 2006 and Chen, L.
et al., 2010), tautomycetin analogs (e.g., see Liu, S. et al., 2011), phenylhydrazonopyrazolone
sulfate and compounds described in Hellmuth, K. et al., 2008, compounds described in United
States Patent Application Publication No. 20120034186 (U.S. Ser. No. 13/274,699) and

compounds described in Yu, Z. H. et al. 2011.

In some embodiments, the SHP2 inhibitor for use according to the present invention is
selected from compounds described in W02010121212, W02015003094, W02017100279,
and W02007117699.

In some embodiments, the SHP2 inhibitor for use according to the present invention is 4,4'-

(4'-Carboxy)-4- nonyloxy-[l,| '-biphenyl]-3,5-diyl)dibutanoic acid.

In some embodiments, the SHP2 inhibitor for use according to the present invention is
SHP099: 6-(4-amino-4-methylpiperidin-1-yl)-3-(2,3-dichlorophenyl)pyrazin-2-amine (Garcia
Fortanet J, Chen CH, Chen YN, Chen Z, Deng Z, Firestone B, Fekkes P, Fodor M, Fortin PD,
Fridrich C, Grunenfelder D, Ho S, Kang ZB, Karki R, Kato M, Keen N, LaBonte LR, Larrow J, Lenoir
F, Liu G, Liu S, Lombardo F, Majumdar D, Meyer MJ, Palermo M, Perez L, Pu M, Ramsey T,
Sellers WR, Shultz MD, Stams T, Towler C, Wang P, Williams SL, Zhang JH, LaMarche MJ.
Allosteric Inhibition of SHP2: Identification of a Potent, Selective, and Orally Efficacious
Phosphatase Inhibitor. ] Med Chem. 2016 Sep 8;59(17):7773-82).

In some embodiments, the SHP2 inhibitor for use according to the present invention is a compound
having a formula (1);

/Rl
K/ R2
N
O
o) @)
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wherein  R; is selected from the group consisting of carboalkoxy,
benzylcarboxamide, straight chained, branched or cyclic alkyl, CO(CH;)>.COzH,
COCH,CH(OH)CO,H,  CO(CH)2CO;H,  CONH(CeHa)Cl,  CONH(CeH4)CH(CH3)a,
CONH(CeH4)(Cl)2,  CO(CH2)3COzH, CO(CeHa)OCHs, CO(CsHs), CO(CeH4)Cl,
CONHCH,CO2H, COCH,CH(CH3),, CONHCH(CHCH3CH2CH3z)(COzH),
CONH(CgH4)OCHs, CO(CeHs)(Cl)2, COCH2(CeH4)Cl, CO(CH2)2CO,H, CONH(CsHa)F,
CONHCH(CH3)CO;H, CO(C3Hs), CON HCH(CHCHCH3CHs)(CO2CH,CHs), CO(CeHs),
CONHCH(CHCH3CH3)(CO,H), COCH,CH(OH)(CO,") -Na*, CONHCH(CH3)(CO,CH>CHs),
CONH(CsH4)CF3, COCOzH, CO(CH2)2CHs, CONH(CH).COzH,
CONHCH(CHCH3CH3)(CO2CH,CH3), CONHCH(CH,CHCH3CHs)(CO2H), CONH(CeHs),
CONH(CH3)2C0O,CH,CHs, CONHCH(CHC6Hs)(CO2CH2CH;3),
CONHCH(CHCH3CH2CH3)(CO2CH3), CONH(CgH4)CO2H, CO(CeHg)CO2H,
CONHCH(CH2C¢Hs)(CO2H), CONH(CsH4)CO2CH3, COCH20CH3, COCH»(CeHs), COCFs3,
CONHCH(CH,CH,CO,H)(CO2H), and CON HCH,CO,CH,CHg;

wherein R; is selected from the group consisting of H, and CHs; and wherein Rs is
selected from the group consisting of (C¢Ha)Cl, (CsHa)CO2H, (CeHa)CHs, (CsHa)(Cl)2,
(CeHa)(CF3)2,

(CeHa)OCHSs, (CeHa)F, (CsH3)(CI)(CHs), and CeHs.

In some embodiments, R1 is selected from the group consisting of COCH2CH2COOH and

COCH2CH(OH)CO2H.

In some embodiments R1 is selected from the group consisting of CO(CH)2CO2H,

CONH(C6H4)CH(CH3)2, CO(CH2)3CO2H, CONHCH2CO2H, CO(CH2)2CO2H,

CONHCH(CHCH3CH3)(CO2H), COCO2H, CONH(CH2)2CO2H, and

CONHCH(CH2CHCH3CH3)(CO2H).

In some embodiments, R1 is CO(CH2)2CO2H, R2 is H, and R3 is (C6H4)CI.

In some embodiments, the SHP2 inhibitor for use according to the present invention is a

compound having a formula (1V):
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wherein R; is selected from the group consisting of F; and wherein R; is selected from the

group consisting of COOCH3, and CO," IIN*H,(CHs)(CH2CHOH)4CH,0H).

In some embodiments, the SHP2 inhibitor for use according to the present invention is

selected from the group consisting of:
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In some embodiments, the SHP2 inhibitor is an inhibitor of SHP2 expression. An “inhibitor of
expression” refers to a natural or synthetic compound that has a biological effect to inhibit
the expression of a gene. In a preferred embodiment of the invention, said inhibitor of gene
expression is a siRNA, an antisense oligonucleotide or a ribozyme. For example, anti-sense

oligonucleotides, including anti-sense RNA molecules and anti-sense DNA molecules, would

168



act to directly block the translation of SHP2 mRNA by binding thereto and thus preventing
protein translation or increasing mRNA degradation, thus decreasing the level of SHP2, and
thus activity, in a cell. For example, antisense oligonucleotides of at least about 15 bases and
complementary to unique regions of the mRNA transcript sequence encoding SHP2 can be
synthesized, e.g., by conventional phosphodiester techniques. Methods for using antisense
techniques for specifically inhibiting gene expression of genes whose sequence is known are
well known in the art (e.g. see U.S. Pat. Nos. 6,566,135; 6,566,131; 6,365,354; 6,410,323;
6,107,091; 6,046,321; and 5,981,732). Small inhibitory RNAs (siRNAs) can also function as
inhibitors of expression for use in the present invention. SHP2 gene expression can be reduced
by contacting a subject or cell with a small double stranded RNA (dsRNA), or a vector or
construct causing the production of a small double stranded RNA, such that SHP2 gene
expression is specifically inhibited (i.e. RNA interference or RNAI). Antisense oligonucleotides,
siRNAs, shRNAs and ribozymes of the invention may be delivered in vivo alone or in association
with a vector. In its broadest sense, a "vector" is any vehicle capable of facilitating the transfer
of the antisense oligonucleotide, siRNA, shRNA or ribozyme nucleic acid to the cells and
typically cells expressing SHP2. Typically, the vector transports the nucleic acid to cells with
reduced degradation relative to the extent of degradation that would result in the absence of
the vector. In general, the vectors useful in the invention include, but are not limited to,
plasmids, phagemids, viruses, other vehicles derived from viral or bacterial sources that have
been manipulated by the insertion or incorporation of the antisense oligonucleotide, siRNA,
shRNA or ribozyme nucleic acid sequences. Viral vectors are a preferred type of vector and
include, but are not limited to nucleic acid sequences from the following viruses: retrovirus,
such as moloney murine leukemia virus, harvey murine sarcoma virus, murine mammary
tumor virus, and rous sarcoma virus; adenovirus, adeno-associated virus; SV40-type viruses;
polyoma viruses; Epstein-Barr viruses; papilloma viruses; herpes virus; vaccinia virus; polio
virus; and RNA virus such as a retrovirus/lentivirus. One can readily employ other vectors not

named but known to the art.

According to the invention, the SHP2 inhibitor is administered to the subject in a
therapeutically effective amount. By a "therapeutically effective amount" is meant a sufficient
amount of the active ingredient for treating or reducing the symptoms at reasonable

benefit/risk ratio applicable to any medical treatment. It will be understood that the total daily
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usage of the compounds and compositions of the present invention will be decided by the
attending physician within the scope of sound medical judgment. The specific therapeutically
effective dose level for any particular subject will depend upon a variety of factors including
the disorder being treated and the severity of the disorder; activity of the specific compound
employed; the specific composition employed, the age, body weight, general health, sex and
diet of the subject; the time of administration, route of administration, and rate of excretion
of the specific compound employed; the duration of the treatment; drugs used in combination
with the active ingredients; and like factors well known in the medical arts. For example, it is
well within the skill of the art to start doses of the compound at levels lower than those
required to achieve the desired therapeutic effect and to gradually increase the dosage until
the desired effect is achieved. However, the daily dosage of the products may be varied over
a wide range from 0.01 to 1,000 mg per adult per day. Typically, the compositions contain
0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, 25.0, 50.0, 100, 250 and 500 mg of the active
ingredient for the symptomatic adjustment of the dosage to the subject to be treated. A
medicament typically contains from about 0.01 mg to about 500 mg of the active ingredient,
typically from 1 mg to about 100 mg of the active ingredient. An effective amount of the drug
is ordinarily supplied at a dosage level from 0.0002 mg/kg to about 20 mg/kg of body weight
per day, especially from about 0.001 mg/kg to 7 mg/kg of body weight per day.

Typically the active ingredient of the present invention (e.g. SHP2 inhibitor) is combined with
pharmaceutically acceptable excipients, and optionally sustained-release matrices, such as
biodegradable polymers, to form pharmaceutical compositions. The term "Pharmaceutically"
or "pharmaceutically acceptable" refers to molecular entities and compositions that do not
produce an adverse, allergic or other untoward reaction when administered to a mammal,
especially a human, as appropriate. A pharmaceutically acceptable carrier or excipient refers
to a non-toxic solid, semi-solid or liquid filler, diluent, encapsulating material or formulation
auxiliary of any type. The carrier can also be a solvent or dispersion medium containing, for
example, water, ethanol, polyol (for example, glycerol, propylene glycol, and liquid
polyethylene glycol, and the like), suitable mixtures thereof, and vegetables oils. The proper
fluidity can be maintained, for example, by the use of a coating, such as lecithin, by the
maintenance of the required particle size in the case of dispersion and by the use of

surfactants. The prevention of the action of microorganisms can be brought about by various
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antibacterial and antifungal agents, for example, parabens, chlorobutanol, phenol, sorbic acid,
thimerosal, and the like. In many cases, it will be preferable to include isotonic agents, for
example, sugars or sodium chloride. Prolonged absorption of the injectable compositions can
be brought about by the use in the compositions of agents delaying absorption, for example,
aluminium monostearate and gelatin. In the pharmaceutical compositions of the present
invention, the active ingredients of the invention can be administered in a unit administration
form, as a mixture with conventional pharmaceutical supports. Suitable unit administration
forms comprise oral-route forms such as tablets, gel capsules, powders, granules and oral
suspensions or solutions, sublingual and buccal administration forms, aerosols, implants,
subcutaneous, transdermal, topical, intraperitoneal, intramuscular, intravenous, subdermal,

transdermal, intrathecal and intranasal administration forms and rectal administration forms.

The invention will be further illustrated by the following figures and examples. However, these
examples and figures should not be interpreted in any way as limiting the scope of the present

invention.

FIGURES:

Figure 1 shows that obese diabetic mice treated by gavage with a SHP2 inhibitor (50mg / kg / day)
have significant improvement in the glucose tolerance.
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Several specific inhibitors of SHP2 have been developed, particularly in the field of anti-
cancer therapies. One of the compound is SHP099 (6-(4-amino-4-methylpiperidin-1-yl)-3-(2,3-
dichlorophenyl)pyrazin-2-amine) that has recently been shown to be being highly specific,
with good tolerance and oral bioavailability (Garcia Fortanet J, Chen CH, Chen YN, Chen Z, Deng
Z, Firestone B, Fekkes P, Fodor M, Fortin PD, Fridrich C, Grunenfelder D, Ho S, Kang ZB, Karki R,
Kato M, Keen N, LaBonte LR, Larrow J, Lenoir F, Liu G, Liu S, Lombardo F, Majumdar D, Meyer
MJ, Palermo M, Perez L, Pu M, Ramsey T, Sellers WR, Shultz MD, Stams T, Towler C, Wang P,
Williams SL, Zhang JH, LaMarche MJ. Allosteric Inhibition of SHP2: Identification of a Potent,
Selective, and Orally Efficacious Phosphatase Inhibitor. ] Med Chem. 2016 Sep 8;59(17):7773-
82). Very recent studies have also demonstrated its effectiveness in treatment of renal fibrosis
induced by carbon tetrachloride (Kostallari et al., 2018) and in preventing adaptive resistance

to MEK inhibitors in multiple cancer models (Fedele et al., 2018).

We therefore, evaluate whether chronic inhibition of SHP2 improves insulin sensitivity in
animal models. Obese diabetic mice were treated by gavage (50 mg / kg / day). After 15 days
of treatment an OGTT was performed (Figure 1). We note a significant improvement in the
glucose tolerance of the treated animals compared to their control, with a decreased fasting

blood glucose, without any change in weight or body composition.
REFERENCES:

Throughout this application, various references describe the state of the art to which this
invention pertains. The disclosures of these references are hereby incorporated by reference

into the present disclosure.
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CLAIMS:

A method of treating insulin resistance in a subject in need thereof comprising

administering to the subject a therapeutically effective amount of a SHP2 inhibitor.

The method of claim 1 wherein the subject suffers from type 2 diabetes.

The method of claim 1 wherein the subject suffers from obesity.

The method of claim 1 wherein the SHP2 inhibitor is a small organic molecule.

The method of claim 1 wherein the SHP2 inhibitor is SHP099 (6-(4-amino-4-

methylpiperidin-1-yl)-3-(2,3-dichlorophenyl)pyrazin-2-amine).

The method of claim 1 wherein the SHP2 inhibitor is an inhibitor of SHP2 expression.

The method of claim 6 wherein the inhibitor of gene expression is a siRNA, an antisense

oligonucleotide or a ribozyme.
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ABSTRACT OF THE INVENTION

USE OF SHP2 INHIBITORS FOR THE TREATMENT OF INSULIN RESISTANCE

Despite reaching an epidemic status worldwide, metabolic disorders, notably diabetes, still
miss efficient and specific therapeutic strategies because of their multifactorial origin. SHP2 is
a ubiquitous tyrosine phosphatase that regulates major signalling pathways (e.g. MAPK, PI13K)
in response to many growth factors. The inventors evaluate whether chronic inhibition of
SHP2 could improve insulin sensitivity in animal models. Obese diabetic mice were thus
treated by gavage (50 mg / kg / day) with a SHP2 inhibitor and the inventors note a significant
improvement in the glucose tolerance of the treated animals compared to their control, with
a decreased fasting blood glucose, without any change in weight or body composition.
Accordingly, the present invention relates to use of SHP2 inhibitors for the treatment of insulin

resistance.

175



Annexe 2

ULy JUDLMI YLK CAILEIGE JIULIELAEL 100 R TRMLEE UL LLIGLILD.
During childhood, the mean height in both sexes
follows the lower limit of the normal population [third
percentile or — 2 standard deviation score (SDS)] until
the age of puberty, after which it declines further as a
result of delayed puberty and attenuated pubertal
growth spurts. The final adult height is around —2
SDS in both sexes (8-13). Some patients with NS
display normal to elevated serum GH levels associated
with low serum 1GF-1 levels, suggesting postreceptor
GH insensitivity, which has been proposed as an
explanation for growth retardation (14).

In addition to growth retardation, low body mass
index has been reported in patients with NS from
childhood until adulthood. The prevalence of over-
weight and obesity is lower in patients with NS than in
the general adult population (8, 12, 15, 16). This could
be related to early feeding difhculties, possibly sub-
sequent to impaired satiety control. However, one
study reported changes in body composition affecting
both adipose tissues and muscle mass despite normal
caloric intake (16).

As mentioned previously, the onset of puberty is
usually delayed in patients with NS, with a mean age at
pubertal anset of 13.4 years for boys and 13.0 years for
girls (17). Gonadal dysfunction with deficient sper-
matogenesis and impaired fertility has been reported
in men with N5 (18). This feature may be related to
cryptorchidism, which is reported in up to 8o0% of

Tajan et al Germline Activation of the RAS/MAPK Pathway

LILD, GNLCEILIUEE UL TILEL, GILE UL DI LI | S
However, mental retardation (1Q << 70) is uncommon
in patients who have NS, and their intelligence is
within the normal range (25, 26).

Easy bruising and bleeding tendency can be present,
and it is recommended that baseline coagulation
screening be carried out, especially before any major
surgery. Both coagulation factors and platelet defects
have been suggested to explain this bleeding diathesis
(27, 28). Whether related diseases share these defects is
unknown to date.

Along with an eightfold increased cancer risk, NS is
associated with cancer predisposition, notably child-
hood cancers (29). In particular, a higher incidence of
juvenile myelomonocytic leukemia (JMML), with
frequent neonatal manifestations, has been described
in NS (30, 31) (Table 1).

Related syndromes: variations from the prototype

Noonan syndrome with multiple lentigines (NS-ML),
formerly named LEOPARD syndrome (according to
the acronym, multiple lentigines, ECG conduction
abnormalities, ecular hypertelorism, pulmonic steno-
sis, abnormal genitalia, retardation of growth, and
sensorineural deafness), has an estimated prevalence of
fewer than 1 per 100,000 live births. However, the
phenotypic redundancy with other RASopathies can
make the diagnosis more difficult (32). NS-ML is
phenotypically very close to NS but has distinctive

Endocrine Reviews, October 2018, 39(5)1-25
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patients with IN>-ML reporied lower-than-average
body mass index, with reduced adiposity for the few
patients tested (40). Neurosensorial deafness scems to
be more prominent in NS-ML than in NS,

Noonan-like syndrome with loose anagen hair (NS-
LAH), also known as Mazzanti syndrome, is pheno-
typically close to NS, but patients display distinctive
hyperactive  behavior  and  pathognomonic  hair
anomalies. The incidence of specific cardiac defects,
notably mitral valve and septal defects, is higher with
NS-LAH than with NS (41).

Cardio-facio-cutancous syndrome (CFCS) shares the
major clinical features of NS (e.g, heart defects, short
stature, and facial features) but differs from NS mainly
in the high frequency of ectodermal anomalies (i.c.,
thin, curly, friable hair and hyperkeratotic skin
changes) and constant mental retardation (42).

In patients who have Costello syndrome (CS), facial
features are coarser than in patients with other
RASopathies. They also have skin abnormalities such
as soft and loose skin with deep palmar and plantar
creases and sparse curly hair. A distinctive and

common feature associated with CS is the presence of

benign cutaneous papillomas in the perinasal or/and
perianal region. Congenital heart defects are frequent,
most commonly HCM and arrhythmias. Similar to
patients with CFCS, most patients with CS display
severe mental retardation (42). Finally, CS has the
highest cancer risk among RASopathies, with a cu-
mulative incidence of tumors of 15%, including
rhabdomyosarcoma and, less frequently, neuroblas-
toma and bladder carcinoma (29). This tumor pre-
disposition  justifies  systematic tumor  screening,
Recently, increased energy expenditure (EE) has been
described in patients with CS, which has been pro-
posed as a cause of growth failure (43).

With an incidence of 1 per 3000 live births, type I
newrofibromatosis (NFi) is the second=most frequent
RASopathy, whereas Legius syndrome (LS) is a rare
condition. These conditions show only partial overlap
with NS, with rarer cardiac manifestations and facial
features being found in only a subgroup of patients,
referred to as neurofibromatosis-Noonan syndrome.
These diseases share distinctive features, including
multiple café-au-lait spots and freckling, bone mal-
formations, and mild learning disabilities. In addition,

doi: 10.1210/er.2017-00232

pamopnysiologies. However, genetc neterogeneity
for a given syndrome on one side and allelism for
several syndromes on the other side make classifica-
tion harder. In this article, we describe the RAS/MAPK
pathway and its pleiotropic roles during development
and in homeostasis maintenance; we then summarize
the different causal genes and mutations involved in
RASopathies and their interconnections and provide
some genotype/phenotype correlations.

The RAS/MAPK pathway

The RAS/MAPK cascade is a ubiquitous signaling
pathway activated in response to a wide range of
extracellular stimuli (eg. growth factors, hormones,
cell/cell interaction) to modulate various cellular
processes (e.g. proliferation, survival, differentiation,
migration, or metabolism), thereby adapting cell fate
to modification of its environment (Fig. 1). Although
this signaling pathway is often summarized as a well-
established, straightforward cascade, reality goes far
beyond this scholastic view, with many remaining gray
areas and multiple levels of regulation, including
transcriptional  control, postiranslational  modifica-
tions, protein/protein and protein/lipid interactions,
subcellular compartmentalization, and crosstalk with
ather signaling pathways. In this section, we limit our
comments to the components that are relevant to the
RASopathies, while referring the readers to more
comprehensive reviews for detailed information (46,
47).

A central node in this pathway is the small gua-
nosine triphophatase RAS proteins, which switch
from a guanosine diphosphate=bound inactive state
to a guanosine triphosphate (GTP)-bound active state.
RAS-GTP activates several effectors, most notably
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), phospholipase
C, RAL guanine nucleotide exchange factor, novel Ras
effector 1/Ras association domain family member s,
and the RAF kinases. RAS activation is a complex,
tightly regulated mechanism for which a canonical,
albeit nonexclusive, model can be given in the case of
tyrosine kinase receptors (e.g., epidermal growth factor
or insulin receptors). Ligand binding to its cognate
receplor riggers receptor dimerization and auto-
phosphorylation on several tyrosine residues, creating
binding sites for adaptor proteins such as GRB2 or

httpsf /academic.oup.com/edry
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GAB1. This allows recruitment of SOS, the RAS
GTPase exchange factor, to the plasma membrane,
which converts RAS to its active state. In addition to
SOS, the tyrosine phosphatase SHP2 participates in
RAS activation by dephosphorylating several in-
hibitory phosphotyrosines on docking proteins or on
RAS itself (48-30). At the other side of the equation,
GTPase-activating proteins (GAPs), such as NF1 and

RASA1/p120RASGAP, catalyze GTPase activity of

RAS to trigger its return to the inactive state, which can
be further reinforced by additional inhibitory events,
including receptor ubiquitination by the E3 ubiquitin
ligase CBL or sequestration of activating proteins by
SPROUTY proteins (51-55). However, such a view is
only the tip of the iceberg of RAS regulation, which
remains largely unknown given (1) the tremendous
number of simultaneous or mutually exclusive in-
teractions among RAS, its effectors, and its regulators;
(2) the spatiotemporal and dynamic control of those
interactions and of enzymatic activitics; and (3) the
specific context of the plasma membrane environment.

Among the various RAS-GTP effectors, RAF is the
first kinase of the so-called MAPK cascade. Its full
activation requires the dephosphorylation of an in-
hibitory residue by the PP1C phosphatase, which is
activated by the SHOC2 pratein. RAF phosphorylates
and activates the MEK kinases, which in turn activates

doi: 10.1210/er.2017-00232

the ERK kinases. Ultimately, activated ERKs phos-
phorylate different cytoplasmic targets (e.g. MAPK-
interacting kinase, a translation regulator) and nuclear
targets [L'.g., Imnscriptiun factors, intcgmtnr, an RNA
polymerase Il=associated complex), which initiate
appropriate cellular responses to the initial stimulus.

Roles of the RAS/MAPK pathway
Developmental roles

During organismal development, the RAS/MAPK
pathway is one of the main pathways to transduce

intracellular signals in response to all kinds of

mitogens (eg. growth factors), thereby initiating
proliferation, survival, and antiapoptotic programs. Its
roles in development are notably highlighted by the
profound effect of pharmacological inhibition or ge-
netic invalidation of key actors of this pathway in
multiple cell types and animal models. For instance,
total invalidation of genes encoding KRAS, SHP2,
BRAF, MEK1, or ERKz2 result in embryonic lethality
as a result of early defects such as abnormal placen-
tation or embryonic layer patterning, fetal liver defects,
or cardiac anomalies (56-61), and tissue-specific knock-
outs severely affect the development of the corresponding
tissue/organ [for recent reviews, see (54, 62, 63)].
Importantly, dysregulation of RAS/MAPK~dependent

httpsi facademic.oup.com/edry
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ological consequences. Indeed, RAS/MAPK pathway
hyperactivation following somatic mutations of genes
encoding membrane receptors or actors of the RAS/
MAPK pathway has been causally linked to a wide
range of cancers, so that approaches aimed at in-
hibition of RAS/MAPK activation are currently under
evaluation for anticancer therapies (64). Furthermore,
in the next section we show the multiple developmental
consequences of germline RASopathy-associated mu-
tations of the RAS/MAPK pathway.

Tajan et al Germline Activation of the RAS/MAPK Pathway

In addition to evidence of the essential roles of the
RAS/MAPK pathway during development, evidence
has accumulated for its critical functions in regulating
organismal homeostasis, in particular the endocrine
and metabolic systems. This homeostatic function of
the RAS/MAPK cascade is twofold: On one side, it can
mediate the response to many hormones acting
through membrane RTK (receptors tyrosine kinase)
(e.g.. insulin, leptin, GH), and on the other side, it can
ensure the proper development of many endocrine

g T
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notype HNKed 1o persistent EKK acivanon (7o), 11s
rales in insulin signaling are more complex. Indeed,
ERK1/2-mediated insulin receptor substrate  phos-
phorylation blunts PI3K/AKT signaling in - many
insulin-sensitive tissues, thereby promoting insulin
resistance (71). Consistent with this, Erki™'™ and
liver-specific Ptpnin~'~ mice both display increased
insulin - sensitivity  (72-75) in addition, chronic
treatment with the MEK inhibitor (PDo325901) im-
proves insulin sensitivity in mice fed a high-fat diet
and in ob/ob mice (76). In contrast, components of the
RAS/MAPK pathway have been identified as modifiers
of insulin sensitivity through regulation of specific
transcriptional programs (77), and muscle invalidation
of SHP2 results in insulin resistance, which is asso-
ciated with RAS/MAPK hypoactivation (78). RAS/
MAPK is also mobilized downstream from the GH
receptor and negatively regulates the production of
1GF-1, the mediator of GH in growth control, both in
vitre and in vivo (79).

RAS/MAPK also has pleiotropic roles in the de-
velopment and function of endocrine and metabolic
tissues. For instance, RAS/MAPK signaling partici-
pates in the development of the nervous system, al-
fecting the production of and/or the response to
neuroendocrine signals (80). Regarding adipose tissue,
studies in cellular models and knockout mice revealed
an important role for ERK1 and SHP2 in adipogenesis,
resulting in both poor lipid management and defective
adipokine (eg., leptin) production (75, 81), whereas
treatment with MEK inhibitors suggested a positive
role for MAPK in lipolysis (82, 83). SHP2 and ERK1/2
also play a positive role in pancreatic B-cell devel-
opment and insulin synthesis or secretion (67, 84). In
addition, components of the RAS/MAPK pathway are
involved in ovarian and testis development and/or
function, as disruption of ERK1/2 in ovarian granulosa
cells impairs female fertility (85), whereas invalidation
of SHP2 in Sertoli cells alters spermatogenesis and
reduces FSH and testosterone production (86).

Interestingly, at the crossroad between  pro-
liferation and homeostasis, studies in the context of
cancer biology have also highlighted a logical role
for RAS/MAPK in triggering metabolism rewiring
to anabolic programs through various processes,

doi: 10.1210/er.2017-00232

me KANMAPK pamway [3UM (10%), KAFI [10%),
KRAS, NRAS, BRAF, SHOCz, CBL, RIT, RRAS,
RASAz, SOS2, and SPRY1] to which several genes with
yet unknown or RAS/MAPK-unrelated function can
be added |MAP3KS, MYSTy, LZTR1, and AzMLi; see
{93) for a recent review]. Biallelic mutations in LTZR:
were recently associated with an autosomal recessive
form of NS (94). To date, 20% to 30% of patients with
NS still lack a genetic diagnosis (93, 95). NS is thus the
most genetically heterogencous RASopathy, but also
the most frequent, which may facilitate the identifi-
cation of new disease genes and also allows the
identification of genotype/phenotype  correlations.
Thus, when compared with PTPN11, BRAF mutations
are associated with a more severe phenotype and a
higher prevalence of HCM (96).

Regarding cardiopathies, patients with RAF1, RIT,
and MRAS mutations also develop more HCM
{97-100), whereas MEK1, KRAS, and 5051 mutations
tend to be highly associated with PVS (101). $081/2
mutations are linked to a higher frequency of ecto-
dermal anomalies and normal stature (12, 102, 103).
The prevalence of cognitive/developmental delay is
lower for SOS1/2 mutations but higher for RAF1,
BRAF, and SHOC2 mutations (100). Finally, RIT and
CRBIL mutations are associated with IMML, the latter
also linked to low prevalence of cardiac defects, re-
duced growth, and cryptorchidism (104, 105).

The vast majority of patients with NS-ML (85%)
harbor mutations within PTPN11. The remaining NS-

ML cases are causally linked to RAF1 and BRAF

mutations, which are associated with a more severe
phenotype (96).

The main CFCS disease gene is BRAF (60%), but a
substantial proportion of patients carry mutations on
MEK1 (10%), MEK2 (10%), and KRAS. CFCS con-
genital heart defects, particularly mitral valve and
septal defects, and ocular anomalies seem 1o be less
frequent among patients with MEK1/MEK2 mutations
(106).

The other RASopathies are more genctically ho-
mogencous, with mutations in the HRAS gene for
almost all patients with CS, a unique mutation on
SHOCz, and more recently mutations in PPP1CB
found in patients with NS-LAH (41, 107), mutations in
SPRED: for LS, and heterozygous loss-of-function

https: facademic.oup.com/edry
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Aromes, FOWEVEr, We SNow I N Next Secuon mat
functional analyses also revealed syndrome-specific
propertics for several mutants, which certainly ex-
plains the uniqueness of each RASopathy.

Thus, from a functional point of view, specificities
emerge for the different syndromes: NS, NS-ML, and
NS-LAH are mainly associated with positive regulators
of the RAS/MAPK cascade (ie, RAS or RAF acli-
vators), whereas NF1 and LS are linked to RAS in-
hibitors. In contrast, CS- and CFCS-causing mutations
hit the backbone of the cascade, €5 being centered on
RAS and CFCS on downstream kinases (Fig, 1). At the
risk of overstatement, a tendency emerges in which
mutations hitting the central or low part of the cascade
give rise to more severe conditions, which may reflect
the fact that downstream effectors of the pathway are
more unescapable, with higher effect of their dysre-
gulation, than proximal actors, which receive several
levels of regulation and can be bypassed.

Functional and Pathophysiological
Consequences of RASopathy-
Associated Mutations

Functional analyses have been performed for a
growing number of mutations, both in vitro and in
animal models of RASopathies, leading to the general
concept of RAS/MAPK hyperactivation as a patho-
genic mechanism, Thus, sustained RAS/MAPK acti-
vation has been causally linked to the abnormal
development of several tissues, leading to some con-
genital symptoms (e.g, cardiac or craniofacial defects),
as well as altered response to different hormones,
giving rise to endocrine dysfunctions (eg., growth
hormone  insensitivity and growth retardation).
However, controversies exist, and the contribution of
RAS/MAPK=independent  dysfunctions  has  been
demonstrated in several models, which may explain
the differences between syndromes.

Functional consequences of RASopathy-causing
mutations on the RAS/MAPK pathway
Complementary approaches in functional genetics
have been and still are useful for delincating the
consequences of RASopathy-associated mutations.

Tajan et al Germline Activation of the RAS/MAPK Pathway

Lrosopiia) as well as N VEriebries  (AeHopus,
zebrafish and mouse) [see (54, 95, 108, 109) for recent
reviews and Table z2].

Approximately 7o different N5-causing PTPN11
mutations that hit residues within or close to the SHz2
and protein-tyrosine-phosphatase (PTP) domains and
result in increased phosphatase activity through dif-
ferent mechanisms (eg. release of auto-inhibitory
constraints, increased recruitability) have been iden-
tified [reviewed in (s4)] (Fig. 2). Interestingly, some
studies have started to identify mutation/phenotype
correlations; for instance, mutations of Aspé1 or
Thry1 are preferentially associated with myeloprolif-
crative disorders/IMML (30), whereas Leu261, Leuzoz,
and Arga6s mutations are associated with milder form
of NS (170). Coherent with the positive role of SHP2
on the RAS/MAPK pathway, functional analyses have
shown that activating NS-associated SHP2 mutations
hyperactivates ERK1/2. This effect has been repeatedly
reported in different cell types in vitro, in the basal state
as well as under stimulation by several agonists, and in
different tissues/organs in animal models (114, 130,
171-174).

In contrast to NS, the pattern of NS-ML=associ-
ated PTPNII mutations is restricted to conserved
residues within the PTP domain that are required for
PTP activity (eg., Tyr279, Thr468, GIn510). All NS-
MIL=causing mutations collapse the phosphatase ac-
tivity of SHP2 under both basal and stimulated states
(151, 175-180). However, these mutations are not
merely LOF because (1) they retain substantial activity
and are stimulatable and (2) true LOF mutations of
PIPN11 are associated with a distinct syndrome
named metachondromatosis (Mendelian Inheritance
in Men ®1356250). The effect of NS-Ml—associated
PTPNII mutations on the RAS/MAPK pathway is
highly debated. Indeed, consistent with the reduced
phosphatase activity of the mutants, overexpression of
NS$-ML=causing SHP2 mutants in HEK cells or in
zebrafish embryos has reduced ERK1/2 activation in
response  lo several agonists (134, 177, 181).
Morcover, a mouse model of NS-ML carrying the
Tyr279Cys mutation on SHP2 (Pipn1 127"} also
displayed hypoactivation of ERK1/2 in the heart in
response to insulin or IGF-1 (151). In contrast, dif-
ferent reports highlighted that NS-ML=associated
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this gain-of-function effect of NS-ML mutants on
RAS/MAPK activation could result from their in-
creased sensitivity to activating stimuli and sustained
binding to upstream regulators, which could coun-
terbalance their residual activity, thereby confer-
ring signal-enhancing properties on them (180). The
fact that the NS-Ml—-associated SHP2 mutant can
hyperactivate RAS/MAPK, at least upon some con-
ditions that remain to be identified, could explain the
phenotypic similarities between NS-ML and NS and
other RASopathies.

Various mutation clusters destabilizing regions of
the SOS proteins that contribute structurally to the

int ce of their au hibited state were found in

SOS1 and 1o a lesser extent in OS2 as causes of NS
(102, 103). One mutation (T158A) was also identified
in patients with CS/CFCS (183). Functional studies
revealed a higher level of GTP-bound RAS and higher
ERK1/2 phosphorylation in cells expressing SO81 and
S052 mutants (103, 184-187), as well as in cardiac
tissues from mice expressing the NS-associated E846K
variant of SOS1 (147). Whether NS-causing and CS/
CFCS—causing SOS mutants differentially affect SOS
activity or affect additional mechanisms is unknown;
however, it was recently shown that NS-causing SOS!
mutations hitting distinet functional domains differ-
entially modified SOS affinity for plasma membranes
(188).

Mutations of the different members of the RAS
GTPase family have been found in the nucleotide
inding site or in structural domains involved in its
inactive-to-active conformational change. They give
rise to reduced GTPase activity or favor the active
conformation, respectively. Thus, CS-associated HRAS
mutations affect mainly Glyi12 or Gly13, which re-
duced its GTPase activity, resulting in active RAS
accumulation and ERK1/2 hyperactivation. Sustained
RAS/MAPK activation was also detected in tissues
from CS mice (HRas"">"""), notably in the liver and
the brain (155, 156, 189). Interestingly, another mu-
tation in HRAS, resulting in aberrant HRAS transcript
processing and modification of its subcellular locali-
zation, was recently identified and is associated with a
distinctive, mild CS phenotype (190). KRAS muta-
tions, associated with NS, CS, and CFCS, also lead to
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domains for RAF1 and BRAF. Tor both proteins,
mutations can occur in the kinase domain, also called
conserved region (CR) 3. Specific mutations in the
CR1 domain of BRAF, which are involved in the RAS/
BRAF interaction, have also been identified, and
several RAF1 mutations cluster in the CR2. The latter
are located close to a regulatory phosphorylation site
involved in an inhibitory interaction with the 14-3-3
protein, Surprisingly, although most of the mutations
are activating and result in RAS/MAPK  hyper-
activation in vitro and in vive, several BRAF and RAF1
mutants are kinase impaired. Wu et al. (197) dem-
onstrated that such defective RAF1 mutants display
increased capability to heterodimerize with BRAF,
resulting in a net increase of the dimer. Comparative
analysis suggests that CFC-associated BRAF mutations
are stronger than those causing NS or N5-ML (138,
157159, 198, 199).

Mutations of MEK1 and MEKz hit the negative
regulatory region or the catalytic core domain of the
kinases, resulting in increased kinase activity and gain-
ol-function effect on the RAS/MAPK pathway (106,
138, 160, 198, 200).

The NS-LAH=associated SHOC2 mutation (Ser2Gly)
has been found to create a myristoylation site, thereby
resulting in constitutive translocation of SHOC2 to
specific domains in the plasma membrane and pro-
longed PP1C activation. Subsequent BRAF/RAFI
dephosphorylation promotes sustained MAPK acti-
vation (107, 201). Mutations of PPPICE encoding one
of the catalytic subunits of PP1C are thought to di-
rectly or indirectly enhance PP1C phosphatase activity,
leading to RAF/MEK/ERK hyperactivation, although
this has not been demonstrated yet (41).

The mutations identified in the NF1, SPRED1, and
SPRY genes mostly give rise lo truncated, non-
functional proteins [reviewed in (44, 45, 196)]. Some
specific NF1 mutants (e.g., those affecting Argi8og) are
associated with NS features (202). NS-causing RASA2
mutations affect two different conserved residues that
are thought to alter GAP activity (203). CBL missense
mutations impair the E3 ubiquitin ligase activity of the
protein or its stability (104). Most of these mutations
have been found to increase MAPK signaling through
different mechanisms (eg, reduction of the GAP

https: facademic.oup.com/edry

183



184



185



186



187



14

KASOPALIIES, INEY OIeN 4o Nt PRENOCopy synaromes
caused by missense mutations (204). Second, the
spatiotemporal level of RAS/MAPK hyperactivation
can greatly vary depending on the mutated actor
(activator, inhibitor, or central component of the
pathway). Third, a large combinatorics of events can
enhance or reduce the effect of a given mutation:
expression-level or cell/tissue specificity of mutated
protein or cofactors, stimulus specificity, and mobi-
lization of additional signaling pathways. In the next
part, we show that these events determine the
penetrance/expressivity of the mutations, explaining
that some tolerant cells/tissues maintain a normal
function, whereas other tum into  pathological
dysfunctions,

Consequences of germline hyperactivation of the
RAS/MAPK pathway

Cardiac defects

Considerable work has been performed to delineate
the mechanisms underlying cardiac  defects in
RASopathies. Thus, careful analysis of the cardiac
defects in zebrafish embryos indicated that expression
of NS-associated as well as NS-MlL-associated SHP2
variants induced loss of asymmetry, which resulted
from impaired cilia function in the Kupffer vesicle, a
phenotype that was corrected by pharmacological
MEK inhibition (130), Cardiac defects have also been
causally linked to RAS/MAPK hyperactivation in
several mouse models of NS (143, 146, 147, 150, 205).
Expression of NS-associated SHP2 mutants in fetal,
but not adult, cardiomyocytes promotes ERK1/2
hyperactivation and is associated with ventricular
and valvular abnormalities (143, 205, 206). However,
comparison of tissue-specific knockin (KI) mice revealed
that endothelial/endocardial=restricted expression of
NS-associated SHP2 or SOSI mutants was sulficient
to trigger cardiac valve defects in NS (143, 146, 147).
These apparent discrepancies may have an explana-
tion in the time window during which the conditional
expression occurs, as well as in the dysregulated com-
munication between both tissues, in particular implying
proinflammatory cytokines (TNFe, IL6), as recently
suggested by Yin ef all (149). In Nfi ' mice, defects
in endothelial cushions resulting in obstructed blood
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in HCM  development. Interestingly, both studies
revealed that endothelial/endocardial expression of the
mutants promoted cardiomyocyte hypertrophy (149,
152). For the two HCM-prone NS mouse models
(Sosi™™% and  Rafi"™""), rescue  experiments
revealed a key role of MAPK hyperactivation in HCM
development (147, 148). Distinct mechanisms have been
proposed for NS-ML-associated HCM (Ptpn1 177"
Pipni 1'% (see later section), but the role of RAS/
MAPK hyperactivation has not been firmly excluded.

Craniofacial defects, growth retardation, and
decreased bone mass

Craniofacial defects (underlying facial dysmorphic
features in humans) and growth retardation have been
documented in several animal models of RASopathies
(131, 143, 147, 148, 150, 159, 205). A mouse with
neural crest cell—specific expression of the SHP2
Q79R, NS-causing mutant recapitulated these skull
anomalies and revealed delayed ossification of frontal
bones and lack of osteogenic differentiation (210).
Prenatal treatment with MEK inhibitors was necessary
and was sufficient to rescue craniofacial defects,
highlighting an effect of RASopathy-associated RAS/
MAPK hyperactivation in skull formation during the
developmental stage (150).

The mechanisms underlying growth retardation
were explored in Prpnir”®'" mice. Growth re-
tardation develops after birth and comes along with
reduced 1GF-1 levels and GH-evoked RAS/MAPK
hyperactivation, Impartantly, early treatment with a
MEK inhibitor normalized 1GF-1 levels and improved
the growth of NS mice, implying that hyperactivation
of the RAS/MAPK pathway is a driving force for this
symptom (79). In addition to endocrine defects, a
direct (IGF-1 independent) of RAS/MAPK hyperactivation
at the growth plate level certainly contributes to growth
retardation. Indeed, very recently, NS-associated SHP2
mutants were shown to impair chondrocyte differenti-
ation in vitro and in vive during endochondral ossifi-
cation, resulting in impaired growth plate development
and reduced growth of long bones. Noticeably, this defect
was rescued by MEK inhibition but not by IGF-1
treatment, although both alleviated growth retardation
(211). Regarding decreased bone mass, mice with
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long-term memory induction, and to defects in neural
progenitor specification and were associated  with
ERK1/2  hyperactivation. Consistently, treatment
aimed at reducing RAS/MAPK signaling restored the
cognitive defects (113, 217-221). In contrast, although
€S mice also displayed enhanced ERK signaling in the
brain, their cognitive deficits were not alleviated by
RAS/MAPK inhibition (18g). Differences in treatment
protocols or in quantitative or qualitative RAS/MAPK
dysregulation or involvement of alternative or com-
pensatory mechanisms may explain these differences.
Supporting this hypothesis, such treatments aimed at
improving the cognitive function of patients with NF1
have given rise to divergent results (222-224).
Moreover, Altmiiller ef al. (144) recently highlighted
the importance of proper ERK dynamics and the
existence of additional mechanisms.

Cancer predisposition

Understanding the pathophysiology of RASopathy-
driven tumorigenesis is a major challenge ahead, for
which animal models as well as state-of-the-art cellular
tools have provided key insights. Although the con-
tribution of RAS/MAPK hyperactivation in tumor
development is quite intuitive, given its pro-oncogene
function, additional mechanisms may be involved.
Indeed, RAS/MAPK hyperactivation has been mea-
sured in hematopoietic cells expressing NS/JMML—
associated SHP2 mutants, and this dysregulation
contributes  to  leukemogenesis;  however, other
mechanisms have been identified (171, 225). In the
Kras""™* mouse model of NS, chronic MEK in-
hibition has no effect on myeloproliferative disorder
(MPD), whereas it efficiently alleviates other traits of
the discase, suggesting that RAS/MAPK  hyper-
activation is not the main leukemogenic force (150). In
contrast, similar treatment abrogated MPD and other
tumor growth in mouse models of NFI (168, 226, 227).
In one CS mouse model, RAS/MAPK inhibition ef-
ficiently alleviated papilloma development (156).

doi: 10.1210/er.2017-00232

modaets of NS-ML, CAraiomyocyle nypertropny was
associated  with PI3K/AKT/mTOR  hyperactivation
and HCM was reverted by treatment with rapamycin
or AKT inhibitor as well as AKT1 genetic invalidation
(151, 153, 175, 228, 232). Of note, a recent study
revealed that cardiac function in an infant with NS-ML
and rapidly progressive HCM was improved by
12-week everolimus (a rapamycin analogue) treat-
ment. Although cardiac hypertrophy was not reverted
in this time frame, this report provides new insights
into new therapies to alleviate NS-ML-associated
HCM (233). The fact that both hyperactivation of
RAS/MAPK and PI3K/AKT pathways give rise to
similar HCM-triggering cellular defects is somewhat
puzzling. However, the possibility that dysregulation
of both pathways contributes jointly to HCM path-
ophysiology has not been addressed in the same
model, although crosstalks between these two path-
ways are well established (234).

In addition to PI3K dysregulation, CS-associated
cardiomyopathies have been causally linked to upre-
gulation of the renin-angiotensin 11 system, driving a
hypertensive phenotype and pointing to angiotensin
convertase inhibitors as potent therapies (155).

Further highlighting a wider role for PI3K dysre-
gulation in RASapathy pathophysiology, Kamiya et al.
(235) recently demonstrated that targeted invalidation
of Nft in osteocytes resulted in increased FGF23 levels
associated with an osteomalacialike bone phenotype,
which was reverted by treatment with PI3K inhibitors.
PI3K/AKT hyperactivation has also been measured in
hematopoictic cells expressing NS/IMMI-associated
SHP2 mutants (171, 225). PI3K/AKT/mTOR hyper-
activation is also thought to underlie the pathogenesis
of multiple lentigines in NS-ML (236).

Regarding MPD and cancer development, STAT3
hypephosphorylation has been proposed as contrib-
uting to leukemogenesis in the context of NS/IMML-
associated SHP2 mutants (171, 225). Enhanced
dephosphorylation of STAT3 was also recently de-
scribed in a mouse with pan-neuronal expression of
the SHP2 E76K mutant, resulting in hydrocephalus
development (237). Interestingly, using iPSC from
patients with NS who did or did not develop IMML,
Mulero-Navarro et al. (238) identified STATS hyper-
activation as a leukemogenic signature that is associated
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tumor suppressors (242-244).

Endocrine and metabolism imbalance: causes

or consequences?

In addition to established features, a recent metabolic
characterization of  Ptpnar ™™™ NS-ML  mice
revealed a complex metabolic phenotype, associating
defective adipogenesis, increased EE, and mitochon-
dria activity/biogenesis as well as improved insulin
sensitivity. These  different  metabolic anomalies
resulted in reduced adiposity and improved carbo-
hydrate metabolism, which could be respectively
reverted by MEK inhibitor and rapamycin treatment
(40). Moreover, neuronal KI of the hyperactive SHP2-
D61A mutant resulted in resistance to obesity and
increased EE, a phenotype that seems restricted to
females because of the synergistic action of estrogens
(70). This metabolic phenotype is also thought to be
linked to the fact that expression of NS-associated
SHP2 mutants is correlated with mitochondrial dys-
function and that patients with CS display increased
EE (43, 245), suggesting that metabolic defects may
be a common trait of RASopathies. In light of the
complex roles of the RAS/MAPK pathway in ho-
meoslasis maintenance, one may expect that other
dysfunctions of endocrine/metabolic processes will be
identified. Moreover, an interesting area of research
would be to determine whether such metabolic defects
participate in the development of other traits of the
diseases. For instance, decreased adiposity or lip-
odystrophy, as well as imbalance in carbohydrate
metabolism or resistance to metabolic hormones (e.g.,
insulin, leptin), have been associated with the devel-
apment or worsening of several cardiopathies, notably
HCM (246).

Therapeutic Perspectives

Because genetic discases by definition affect few in-
dividuals, they have long been neglected in patho-
physiological  research, thereby  lacking  etiologic
treatment. As with other rare diseases, the sole option
for patients with RASopathies has long been symp-
tomatic therapies, notably for cardiopathies and
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sympromatic approacnes

Similar to patients with nonsyndromic congenital
heart defects, patients with RASopathies often undergo
cardiac surgery, including corrective surgery for val-
vular malformations (valvuloplasty or primary surgical
repair), ventricular septal myectomy for hypertrophy,
or even heart transplantation (5). For HCM evolving
to congestive heart failure, beneficial effects of beta-
blocker therapy have been observed on diastolic
function and ventricular remodeling (247). HCM
frequently coexists with structural malformations in
patients with NS, although they rarely occur in
nonsyndromic HCM, which may explain worse late
survival in patients with NS (248).

As a symptomatic approach for NS-associated
growth retardation and before some pathophysio-
logical mechanisms were identified, treatment with
recombinant human growth hormone (rhGH) was
approved by the US Food and Drug Administration in
2007 (contrary to the European Medicines Agency);
however, its efficiency is still debated. Although most
studies reported an enhancement of growth during the
first years of treatment, the benelit of long-term
therapy is uncertain. To date, only six studies re-
ported adult height or near-adult height, with a height
gain SDS varying from 0.6 o 1.4 (~4 o 11 cm, re-
spectively). Better responses were observed with earlier
initiation and longer duration of rhGH treatment (17,
249-253).

Results of clinical trials are difficult to compare
because of differing protocols (variable enrollment
ages, treatment durations, and doses) and outcome
criteria. None of these studies was a randomized

controlled trial, and major biases affected all of

the studies (254). Concerning genotype-phenotype
correlations, a lower growth response was initially
suggested in patients with NS and a PTPN11 mutation
(255), but it was not confirmed in long-term studies
with a similar height gain compared with that of other
genotypes (250). However, patients with PTPN1i
mutations presented with more severe short stature
and therefore reached a lower adult height. These
results may be related to GH insensitivity and/or al-
teration of the growth plate described in the previous
section. Concerns also exist about the use of rhGH
treatment in patients with RASopathies according to
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promising. As menuonea berore, precunical siudies
have demonstrated the potency of pharmacalogical
MEK inhibitors (e.g. Uo126, PDozsg201) in allevi-
ating several traits of the diseases, including cranio-
facial defects, growth retardation, cardiopathies, and
cognitive deficits (79, 143, 145, 146, 148, 220). In-
terestingly, because RAS/MAPK dysregulation has also
been causally linked to numerous malignancies in
humans, one may wonder whether RAS-targeting
anticancer therapies can be repurposed  for  the
treatment of RASopathies, at least for noncongenital
features (42). Several agents targeting the RAS/MAPK
pathway (e.¢. farnesyltransferase inhibitors, RAS an-
tagonists, RAF, BRAF, and MEK inhibitors) are cur-
rently undergoing clinical trials in the context of
cancer. However, substantial side effects and resistance
mechanisms for some of them (e.g, RAF inhibitors),
arising from relief of negative feedback loops and
requiring combinatory therapies, have been reported
(47, 259). These effects may impede their transposition
to the field of RASopathies, in particular when long-
lasting, chronic treatment is necessary. Arguing against
this notion, the therapeutic dose for treatment of
RASopathies, aimed at normalizing RAS/MAPK ac-
tivation, would certainly be far below cytotoxic anti-
cancer therapies, thereby limiting both adverse effects
and compensatory mechanisms.

A key difference between RASopathies and RAS-
driven cancers that could influence therapeutic op-
tions is the very nature (germline vs somatic) of the
mutations. Indeed, as in any genetic disease,
RASopathy-associated germline mutations generate a
homeostatic load, notably a sustained RAS/MAPK
tonus, as soon as the earliest stage of organismal
development, resulting in setting up of specific
counter-regulations. Following this logic, targeting the
mechanisms (eg. metabolic, endocrine, structural
changes) by which the organism adapts to RAS/MAPK
hyperactivation would be maore potent than targeting
RAS/MAPK itself.

Another limitation for the use of RAS/MAPK—
targeting anticancer therapies is that specific mutations
could positively, but also negatively, modify the sen-
sitivity of the mutated protein to certain pharmaco-
logical inhibitors. Indeed, it was recently demonstrated
that  several NS-causing SHP2  mutants  are
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and its localization to the plasma membrane (263).
Although this effect may not be restricted to RAS
but affects all farnesylated proteins in a nonspecific
manner, a fine-tuned dosage may normalize RAS
activation without affecting other functions in the
context of RAS hyperactivation. Thus, the efficacy of
statins for the treatment of cognitive deficits has been
reported in mouse models of NS and NF1 (218, 220).
Statins (e.g. simvastatin) have also been assessed in
clinical studies for the treatment of cognitive deficits in
children with NF1 with no major or minor effects but
good tolerance (222, 223). Moreover, it was recently
reported that statin treatment may improve growth
and correct impaired chondrocyte differentiation in an
NS mouse model (211). Clinical trials are needed to
test whether statin treatment could be a therapeutic
strategy to alleviate growth retardation and other
noncongenital features in patients with NS, A phase 3,
randomized, double-blind, placebo-controlled thera-
peutic trial is under way to test the efficiency and safety
of simvastatin to treat growth and bone abnormalities
in children with NS (Clinical Trials.gov identifier:
NCToz713945).

In addition to inhibition of the RAS/MAPK
pathway, specific alterations could be targeted. In
the case of NS-ML, which has been causally linked to
PI3K/AKT/mTOR hyperactivation, pharmacological
strategies aimed at inhibiting this pathway (rapamycin,
AKT inhibitor) have efficiently alleviated some
symptoms of the disease in mouse models and also in
patients (151, 228, 233). In patients with NS with
activating PTPN11 mutations, another approach will
be the pharmacological inhibition of SHPz2 activity, as
such maolecules have been developed in the cancer field
and tested in mouse tumor models (264). In addition,
several studies have suggested the contribution of
proinflammatory cytokine signaling in RASopathy
pathophysiology, notably in HCM development, as
treatment with cyclosporine or TGF@ inhibitors has
reversed  cardiomyocyte  hypertrophy (265, 266).
Morcover, current efforts are directed toward the
screening of new molecules that could revert specific
RASopathy-associated phenotypes in cellular (eg.,
iPSC-derived engineered cardiac tissues) and animal
models (C. elegans, zebrafish) (267).
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