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RESUME

La polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD) est une
maladie héréditaire systémique qui se caractérise principalement par la
formation de kystes rénaux. Le géne de PKD1 est muté dans 85 % des cas et
encode pour une protéine appelée la polycystine-1 (PC1). Plusieurs études
suggerent que le dosage de la PC1 pourrait étre un mécanisme moléculaire de
la kystogénése.

Pour vérifier si la surexpression de Pkdl, sans Tsc2, est suffisante pour
causer une Kkystogénése rénale, nous avons généré une premiére souris
transgénique, surnommée SBP, a I’aide de ’ADNc de Pkdl et des éléments
régulateurs rénaux spécifiques SB. Toutefois, une seule souris SBP analysée
présentait un phénotype rénal.

Afin d’augmenter le niveau d’expression du transgéne dans le rein,
nous avons utilis¢ un BAC contenant le géne de Pkdl pour produire une
seconde souris transgénique. Deux événements de recombinaison homologue
successifs ont été effectués afin d’insérer les éléments régulateurs SB et une
mutation silencieuse (TAG) qui permet de différencier le transgéne du géne
endogene. Des analyses physiologiques montrent que les souris SBPkdltag
sont en insuffisance rénale a partir de 2 mois. De plus, les analyses
morphologiques montrent que toutes les souris développent une pathologie
rénale similaire & ADPKD. Les souris SBPkd1tag décédent a partir de 4 mois
et montrent pour la premiere fois que la surexpression de Pkdl est suffisante
pour causer la formation de kystes rénaux.

Dans le but d’étudier également les manifestations cliniques
extrarénales observées chez les patients ADPKD, une troisiéme souris
transgénique, surnommeée PkdltacATsc2, a été générée. L’établissement des

lignées de souris est en cours et des analyses seront effectuées sous peu.

Mots clés :
ADPKD, PKD1, polycystine-1, souris transgénique, BAC, recombinaison

homologue, kystes rénaux
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ABSTRACT

Individuals with autosomal dominant polycystic kidney disease
(ADPKD) develop progressive renal cysts that lead to renal insufficiency.
Extrarenal manifestations such as liver cysts, brain aneurisms and cardiac
valves anomalies are also observed. Various mutations in the PKD1 gene
responsible for most cases of ADPKD have been associated with loss,
sustained or enhanced expression of polycystine-1 (PC1). Herein, we
investigated whether Pkd1 overexpression can without Tsc2 be a pathogenetic
mechanism in the mouse.

For the first experimental approach we used the Pkd1 cDNA combined
to renal specific regulatory elements (SB) to produce SBP transgenic mice.
However, we didn’t get enough expression of the transgene to observe a cystic
phenotype in these mice.

To increase the expression level of the transgene, we used a murine
Pkd1 BAC to produce a second transgenic mice. We have modified this BAC
by two successive homologous recombinations. First, the 5’ regulatory
elements in the Pkd1-BAC were substituted for renal epithelial specific
regulatory elements (SB). Second, a silent point mutation (TAG) was
introduced to distinguish the transgene from the endogenous gene/transcript.
SBPkdltag mice displayed severe renal insufficiency at 2-3 months of age and
died at 4-5 months of renal failure with severe renal pathologies similar to
ADPKD patients. Thus, Pkd1 overexpression in the kidneys induces ADPKD
characteristic features in the mouse and thereby, supports overexpression as a
pathogenetic mechanism in human ADPKD.

Futhermore, in order to study extrarenal manifestations of the disease,
we produced a third transgenic mice, PkdltagATsc2. Physiological and

morphological analysis of these mice will be done soon.

Key words: ADPKD, polycystine-1, pathogenetic mechanism, renal cysts,

transgenic mice, BAC, homologous recombination
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PAGE : gel d’¢électrophorése de polyacrylamide

pb : paires de bases

PBS : tampon phosphate salin

PCR : réaction de polymérisation en chaine
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PLAT : polycystine-1, lipo-oxygénase, alpha toxine
PolyA : site de polyadénylation



e

Pr : promoteur

RBC : globule rouge

RDW : indice d’anisocytose

REJ : receptor for egg jelly

Rétic : réticulocyte

RNase: ribonucléase

RNasin : inhibiteur de ribonucléase
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Chapitre 1

INTRODUCTION

1.1 NEPRHOGENESE
1.1.1 Le développement rénal chez les mammiféres

Chez les mammiferes et les oiseaux, le rein se développe en trois étapes :
le pronéphros, le mésonéphros et le métanéphros. Le pronéphros et le
mésonéphros sont des structures transitoires et seul le métanéphros va se
différencier pour former un rein fonctionnel et permanent.

L’organogénese rénale commence trés tot au cours du développement
embryonnaire, soit au 22°™ jour de gestation chez I’humain ou E8 chez la souris.
La premiére structure transitoire, le pronéphros, est formée a partir du canal et des
tubules pronéphriques qui émergent du mésoderme intermédiaire. Ces tubules
sont fonctionnels chez les poissons et les larves d’amphibiens, mais dégénerent
chez les mammiferes. Seule la partie caudale du canal pronéphrique, appelée le
canal de Wolff, persiste et forme une partie du systéme excréteur (Kuure et al.,
2000).

Au moment ou les tubules pronéphriques dégénérent, le canal de Wolff
initie la formation de nouveaux tubules rénaux dans le mésenchyme adjacent pour
former le mésonéphros. Les mésonéphrons sont similaires aux métanéphrons et
sont constitués de tubules proximaux et distaux et d’une capsule glomérulaire. Ces
structures sont fonctionnelles chez I’humain, mais chez la souris elles sont

beaucoup plus primitives et forment un organe non-sécrétoire. Les tubules
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mésonéphriques dégénérent complétement chez la femelle, alors que chez le maéle,
le canal de Wolff et quelques tubules mésonéphriques persistent pour devenir les
canaux vas déférents et efférents des testicules (Kuure et al., 2000).

Le rein mammifére adulte, le métanéphros, se développe a partir
d’interactions réciproques entre le bourgeon urétéral et le mésenchyme
métanéphrique au 35°™ jour de gestation chez I’humain ou E10.5-E11 chez la
souris. Le développement du métanéphros commence lorsque le canal de Wolff
génere le bourgeon urétéral et que ce dernier envahit le blastéme métanéphrogene.
Cela permet au bourgeon urétéral d’induire les cellules mésenchymateuses qui
I’entourent a se condenser en agrégats pré-tubulaires, alors que le mésenchyme
induit le bourgeon urétéral & développer de nouveaux branchements. Les agrégats
pré-tubulaires subissent une transition tissulaire mésenchyme-épithélium afin de
former des tubules épithéliaux et les branches du bourgeon urétéral formeront
éventuellement le systéme collecteur rénal. La condensation des cellules
mésenchymateuses en agrégats pré-tubulaires commence par la formation d’un
corps en virgule, puis en S. Le corps en S s’invagine et se fusionnent aux branches
du bourgeon urétéral pour permettre aux parties proximales et distales des tubules
de se différencier. Par la suite, des cellules endothéliales vont migrer vers
I’invagination du corps en S pour former le glomérule (figure 1.1). Ensemble, les
tubules et le glomérule forment le néphron, I’unité fonctionnelle du rein adulte
chez les mammiféres. Pendant la néphrogénése, plus d’un million de néphrons

seront produits chez I’humain, alors que chez la souris il y en aura environ quinze

mille (Kuure et al., 2000; Vainio and Lin, 2002) (Gilbert, 2000).
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FIGURE 1.1 :

Le développement rénal chez les mammiféres.
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LEGENDE :

a- Le développement du rein chez la souris commence lorsque le bourgeon urétéral se forme a
’extrémité caudale du canal de Wolff (E 10.5). b- Le bourgeon urétéral envahit le mésenchyme
métanéphrique et induit le mésenchyme adjacent a se condenser pour former la zone stromale
mésenchymateuse (E 11). ¢- Le mésenchyme condensé induit le bourgeon urétéral a former des
branchements (E 11.5). d et e- Parrallélement au branchement, le bourgeon urétéral induit la
condensation des cellules mésenchymateuses en aggrégats pré-tubulaires (formation des corps en
virgule et en S).

Référence : (Vainio and Lin, 2002)



1.2 MALADIES HEREDITAIRES CAUSANT LA KYSTOGENESE RENALE

Plusieurs maladies héréditaires peuvent perturber le développement et le
maintien de I’architecture rénale et ainsi provoquer la formation de kystes aux
reins. La polykystose rénale est une des principales causes de kystogénése et elle
peut se transmettre de maniére autosomique récessive ou autosomique dominante.
La polykystose rénale autosomique récessive (ARPKD) est beaucoup plus rare et
elle se différencie de la forme dominante par une fibrose hépatique congénitale.
La forme récessive est également plus sévére et elle se manifeste généralement
chez les nourrissons et les enfants tandis que la forme dominante est observée
principalement chez I’adulte.

Des kystes aux reins peuvent également étre observés en association avec
d’autres maladies génétiques telles que les maladies kystiques de la médulla, la
sclérose tubéreuse et les dysplasies kystiques du rein. La polykystose rénale
autosomique dominante (ADPKD) fera I’objet de ce mémoire et sera présentée en
détail & partir de la section 1.3. L’ARPKD et les autres maladies génétiques

pouvant causer une kystogénése rénale sont briévement décrites ci-dessous.

1.2.1 La polykystose rénale autosomique récessive

La polykystose rénale autosomique récessive (ARPKD) est une des
néphropathies les plus importantes chez les enfants avec une fréquence d’une
naissance sur vingt mille (Zerres et al.,, 1998). Cette maladie héréditaire se
caractérise principalement par une augmentation importante du volume des reins,

la formation de kystes rénaux au niveau du tube collecteur et une fibrose
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hépatique congénitale. Des nouveau-nés atteints, jusqu’a 50 % souffriront de
détresse respiratoire due a une hypoplasie pulmonaire et mouront peu de temps
aprés la naissance. Quant aux autres patients, la majorité d’entre eux souffriront
d’insuffisance rénale au cours des dix premiéres années de leur vie. De plus,
d’autres complications s’ajouteront, essentiellement dues & la fibrose hépatique et
a I’hypertension (Roy et al., 1997).

Malgré la variabilité phénotypique observée chez les patients, un seul
locus est impliqué dans la pathogenése ARPKD. Le géne PKHDI a été cloné
récemment par deux groupes indépendants et est localisé dans la région
chromosomique 6p21.1-p12 (Onuchic et al, 2002; Ward et al., 2002). La
séquence génomique de ce géne s’étend sur plus de 470 kb et contient au moins
86 exons. Le plus grand cadre de lecture potentiel comprend 67 exons et produits
plusieurs transcrits dont la taille varie entre 8.5 kb et 13 kb. Les analyses
d’expression ont montré que PKHDI est exprimé fortement au niveau du rein
feetal et adulte et faiblement au niveau du foie et du pancréas, ce qui corréle avec
le phénotype de la maladie (Onuchic et al., 2002; Ward et al., 2002).

Le géne PKHDI encode une protéine de 4074 aa appelée fibrocystine ou
polyductine. Cette protéine membranaire de 447 kDa contient un grand domaine
extracellulaire (3858 aa), un segment transmembranaire et un court domaine
intracellulaire (192 aa). Quelques motifs protéiques connus ont été identifiés par
homologie de séquence dont des domaines TIG/IPT, des répétitions PbH1 et un
domaine RGD. Dans la partie carboxy-terminale, des sites potentiels de

phosphorylation par les protéines kinases A et C (PKA et PKC) ont également été
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identifiés (Onuchic et al., 2002; Ward et al., 2002). La fonction de cette protéine
est inconnue, mais un rdle au niveau de la différenciation terminale du tubule

collecteur a été proposé.

Plus d’une soixantaine de mutations ont été identifiées jusqu’a maintenant
et la plupart sont uniques et réparties sur toute la longueur du géne. Des études
préliminaires montrent une certaine corrélation entre le type de mutation et la
sévérité du phénotype. En effet, plus de la moitié des mutations détectées chez les
enfants sévérement affectés produisent une protéine tronquée et il semble que les
individus qui sont homozygotes pour ce type de mutations décédent au cours de la

période périnatale (Bergmann et al., 2003).

1.2.2 Les maladies kystiques de la médulla

La néphronophthisie (NPH) et les maladies kystiques de la médulla
adultes (MCDK) sont deux néphropathies héréditaires qui ont été regroupées en
un seul syndrome appelé IN-MCD (juvenile nephronophthisis-medullary cystic
disease). Contrairement a la polykystose rénale, la taille des reins demeure
inchangée et les kystes sont localisés exclusivement a la jonction
corticomédullaire. Au niveau histologique, on observe une désintégration de la
membrane basale tubulaire, une atrophie tubulaire, des kystes médullaires, des
infiltrats et de la fibrose interstitielle. Ces deux maladies se distinguent
principalement par leur mode de transmission héréditaire et 1’Age a laquelle les

patients souffrent d’insuffisance rénale chronique. NPH se transmet de maniére



autosomique récessive et affecte principalement les enfants et les adolescents
tandis que MCKD est autosomique dominante et se manifeste beaucoup plus
tardivement (Hildebrandt and Otto, 2000).

Les genes de la néphronophthisie (NPHPI-4) ont été clonés récemment et,
selon le géne qui est muté, elle est classée infantile, juvénile ou adolescente. Les
genes NPHPI, 3 et 4 encodent respectivement pour les néphrocystines-1, -3 et -4
alors que NPHP2 ou INVS encode pour I’inversine (Hildebrandt et al., 1997a;
Mollet et al., 2002; Olbrich et al., 2003; Otto et al., 2002; Otto et al., 2003). La
fonction exacte de ces protéines n’a pas encore été élucidée, mais les études
préliminaires d’interaction et de localisation de la néphrocystine-1 suggérent un
role au niveau des complexes d’adhésion. En effet, cette protéine interagit avec
des protéines d’adhésion focales (p130“* et Pyk2), des protéines de liaison a
Pactine (tensine, filamine A et B), I’inversine et les néphrocystines-3 et -4
(Benzing et al., 2001; Donaldson et al., 2000; Donaldson et al., 2002; Mollet et
al., 2002; Olbrich et al., 2003; Otto et al., 2003).

Dans le cas des maladies kystiques de la médulla, deux locus (MCKD] et
MCKD?2) ont été identifiés sur les chromosomes 1 et 16, mais les génes n’ont pas
encore €té clonés (Christodoulou et al., 1998; Scolari et al., 1999).

Les caractéristiques moléculaires de la polykystose rénale et des maladies

kystiques de la médulla sont présentées au tableau I-I.



TABLEAU I-1

Caractéristiques moléculaires de la polykystose rénale et des maladies
kystiques de la médulla.

PN

Localisation Insuffisance Associations
Type Géne Protéine Réf.
Chr. rénale extrarénales
Polykystose rénale (ARPKD) : autosomique récessive
Infantile 6p21.1-p12  PKHDI/ Fibrocystine <10 ans Fibrose hépatique 1,2,3
Polykystose rénale (ADPKD) : autosomique dominante
Adulte 16p13.3 PKDI Polycystine-1 53 ans Kystes extrarénaux. 45,6
Adulte 4q21-q23 PKD?2 Polycystine-2 69 ans ancvrsmes cgrcbraux. 0,7
valves cardiaques
Néphronophthisie (NPH) : autosomique récessive
Juvénile 2ql2-q13 NPHP!  Néphrocystine-1 13 ans Cervelet, foic, os 8,9
Infantile 9q22-q31 NPHP?2 Inversine 1-3 ans Non 10,11
Adolescente  3q21-q22 NPHP3  Néphrocystine-3 19 ans Non 12,13
Juvénile 1p36 NPHP4  Néphrocystine-4 13 ans non 14,15
Maladies kystiques de la médulla (MCKD) : autosomique dominante
Adulte 1921 MCKD!  Non-identifiée 62 ans 16
Hyperuricémie, goutte
Adulte 16p12 MCKD2  Non-identifiée 32 ans 17
LEGENDE :

Chr.- chromosomique; Réf.- références

Références :

I- (Ward et al., 2002); 2- (Onuchic et al., 2002); 3- (Roy et al., 1997); 4- (1994); 5- (1995); 6-
(Hateboer et al., 1999a); 7- (Mochizuki et al., 1996); 8- (Hildebrandt et al., 1997a); 9- (Hildebrandt
et al.,, 1997b); 10- (Otto et al., 2003); 11- (Haider et al., 1998); 12- (Olbrich et al., 2003); 13-
(Omran et al., 2000); 14- (Mollet et al., 2002); 15- (Otto et al., 2002) 16- (Christodoulou et al,,
1998); 17- (Scolari et al., 1999)

1.2.3 La sclérose tubéreuse

La sclérose tubéreuse est une maladie héréditaire autosomique dominante

qui affecte un individu sur six mille. Elle se caractérise principalement par la

formation de tumeurs bénignes ou hamartomes dans plusieurs tissus et organes.



Certaines complications rénales telles que ’hypertension et 1’insuffisance rénale
peuvent survenir suite au développement de kystes et d’hamartomes rénaux. Au
niveau génétique, deux locus ont été identifiés soit 7SC/ et TSC2. Ces deux génes
encodent respectivement pour les protéines hamartine et tubérine. Le géne de
TSC2 est localisé sur le chromosome 16 en orientation queue a queue avec le géne
de PKDI. Etant donné que les kystes rénaux ont été observés seulement chez 30
% des patients 7SC2 et aucun patient TSCI, plusieurs études ont essayé de
déterminer le réle de PKD! dans la kystogénése rénale de ces patients. Ces
derniéres ont montré que chez la majorité des patients, le géne de PKDI n’est pas
muté et le phénotype est relativement modéré (Stillwell et al., 1987). Toutefois,
chez une minorité de patients (~2 %), un phénotype sévére de polykystose rénale
est observé a la naissance ou peu de temps aprés. Cette forme sévére de la maladie
différe de I’ADPKD typique et est appelée syndrome contigu PKDI-TSC2. Dans
la majorité des cas, une délétion génomique couvrant les génes de PKDI et TSC2
a été détectée alors que 10 % des patients ont différents types de mutations au
locus PKDI-TSC2 (Brook-Carter et al., 1994; Longa et al., 1997; Sampson et al.,
1997). Le phénotype observé chez ces patients suggére un rble synergique entre
les génes de PKDI et TSC2 dans le développement des kystes rénaux. Il est
probable que la perte de fonction de 7SC2 contribue & la progression rapide du
phénotype rénal puisque ce dernier est un géne suppresseur de tumeur. Ainsi, il
semble qu’une mutation dans le géne de TSC2 est suffisante pour causer la
formation de kystes rénaux, mais dans les cas ot un phénotype sévére est observé

le géne de PKD1 est également en cause.
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1.2.4 Les dysplasies kystiques du rein

Les dysplasies kystiques du rein regroupent plusieurs syndromes ou le
développement rénal est perturbé et empéche la différenciation terminale des
néphrons et des tubules collecteurs. Ces dysplasies représentent prés de 40 % des
causes d’insuffisance rénale chez les enfants et se caractérisent principalement par
de 'hypoplasie rénale ou, dans certains cas, de 1’aplasie rénale, des kystes rénaux
et des anomalies urétérales. Les principaux syndromes ou des kystes rénaux ont

été observés sont présentés dans le tableau I-II.

TABLEAU I-1I1

Les dysplasies kystiques rénales.

Syndrome Géne Fonction Manifestations cliniques
rénales
s=—=  —————— S
Beckwith-Wiedemann  P57KIP2 Cycle cellulaire Kystes et dysplasie
Acidurie glutarique type II Déhydrogénase glutaryl-CoA Kystes et dysplasie
Meckel Genes inconnus: loci 11qet 17q Kystes et dysplasie
Oro-facio-digital type I OFD] Protéine du centrosome Kystes glomérulaires

Kystes rénaux et diabéte =~ HNFI/f  Facteur de transcription  Kystes, hypoplasie et dysplasie

Simpson-Golabi-Behmel GPC3 Protéoglycane Kystes et dysplasie
Smith-Lemli-Opitz Réductase § (7)-déhydrocholestérol Kystes et dysplasie
von Hippel Lindau VHL Suppresseur de tumeurs Kystes et tumeurs

Zellweger PEX Peroxisome Kystes et dysplasie
LEGENDE :

Référence : (Woolf et al., 2004)
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1.3 POLYKYSTOSE RENALE AUTOSOMIQUE DOMINANTE
1.3.1 Définition de 1a maladie

La polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD), est une des
maladies génétiques les plus fréquentes avec une prévalence d’environ une
naissance sur mille. Elle affecte les individus de toutes les races et, au total,
environ cinq millions d’hommes et de femmes en sont atteints a travers le monde.

L’ADPKD est une maladie systémique qui se caractérise principalement
par la présence de kystes rénaux bilatéraux et représente 10 % des cas de dialyse
et de transplantation rénale. Les kystes peuvent étre issus de toutes les parties des
tubules rénaux et de la capsule glomérulaire, mais seulement 1-2 % des deux
millions de néphrons sont affectés (Grantham et al, 1987). Les reins
polykystiques sont hypertrophiés et peuvent contenir plusieurs centaines de kystes
ayant jusqu’a 20 cm de diameétre (figure 1.2). Dans certains cas, des dilatations
glomérulaires et tubulaires ont été observées in utero, mais les kystes sont
généralement détectés par ultrasonographie a partir de [’enfance ou de
’adolescence (Michaud et al., 1994; Zerres et al., 1993). Les kystes envahissent
progressivement le parenchyme environnant et causent une diminution des
fonctions rénales. Dans la majorité des cas, les patients souffriront d’insuffisance
rénale autour de la soixantaine. Toutefois, une grande variabilité phénotypique a
€té observée et certaines personnes auront besoin d’étre traitées dés I’enfance

alors que d’autres demeureront asymptomatiques toute leur vie.
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FIGURE 1.2 :

Reins polykystiques

Rein normal Rein polykystique

Des kystes ont été observés au niveau de plusieurs organes tels que le foie,
le pancréas, les ovaires et la rate. Les kystes hépatiques sont les plus fréquents et
leur prévalence augmente avec I’age. Ils sont observés chez 75% des patients 4gés
de plus de 60 ans, mais dans la plupart des cas, ils sont asymptomatiques
(Milutinovic et al., 1980). Des anomalies au niveau des valves cardiaques ainsi
que des anévrismes cérébraux ont également été rapportés (Hossack et al., 1988).
La diminution des fonctions rénales engendre généralement des complications
médicales telles que des douleurs chroniques et aigués au dos et a ’abdomen, de
P’hypertension, de I’hématurie et de la protéinurie (Gabow, 1993).

Aucun traitement n’existe présentement pour prévenir ou soigner
I’ADPKD. Les patients regoivent la dialyse a long terme et/ou une transplantation

rénale et une thérapie palliative.
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1.3.2 Pathogenése de la formation des kystes

Plusieurs études effectuées sur des patients ADPKD suggerent que les
principaux mécanismes pathophysiologiques de la kystogénése impliquent une
dérégulation des mécanismes de prolifération cellulaire et d'apoptose, des
anomalies structurales et biochimiques de la membrane basale, une polarité

cellulaire anormale et des sécrétions trans-épithéliales de liquides.

1.3.2.1 Prolifération cellulaire

Chez les patients ADPKD, l'index de prolifération cellulaire est augmenté
jusqu'a cent fois au niveau des tubules kystiques et plus de dix fois dans les
tubules non-kystiques. Ces analyses suggérent que I'hyperplasie cellulaire précéde
la formation des kystes et est donc une cause primaire de la kystogénése (Lanoix
et al., 1996; Nadasdy et al., 1995).

Plusieurs proto-oncogénes tels que C-MYC et C-ErbB2 sont surexprimés
au niveau des tissus ADPKD (Herrera, 1991; Lanoix et al., 1996). Les facteurs de
croissances de 1'épiderme et de la transformation (EGF et TGF-a) ainsi que leur
récepteur (EGFR) semblent ¢€galement jouer un rOle important dans la
kystogénese. En effet, une surexpression de TGF-a et du récepteur EGFR a été
observée dans 1’épithélium kystique des patients ADPKD et le récepteur EGFR
est mal localisé au niveau du tube collecteur. Ce dernier est normalement localisé
a la membrane basolatérale, mais dans le cas de la polykystose rénale il se situe

du coté apical (Lee et al., 1998).
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1.3.2.2 Apoptose

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est élevée pendant le
développement rénal et pratiquement inexistante au niveau du rein adulte normal.
Toutefois, certaines conditions pathologiques peuvent entrainer une augmentation
de morts cellulaires. C’est le cas de la polykystose rénale ol des niveaux
anormalement élevés d’apoptose ont été observés chez les patients ADPKD. Des
cellules apoptotiques ont été détectées dans les tubules kystiques et non-kystiques
au stade précoce de la maladie. Ce qui suggére que 1’apoptose pourrait contribuer
au développement des kystes (Lanoix et al., 1996; Woo, 1995).

Des niveaux d’expression élevés de C-MYC et de BCL-2 ont également été
observés chez les patients ADPKD (Lanoix et al., 1996). Plusieurs études ont
montré qu’en plus de jouer un réle au niveau de la prolifération cellulaire, C-MYC
peut induire I’apoptose (Evan et al., 1992) et BCL-2 est un régulateur négatif de la

voie apoptotique.

1.3.2.3 Anomalies de la membrane basale

Plusieurs anomalies structurales et biochimiques de la membrane basale et
de la matrice extracellulaire ont été observées. Parmi les différentes anomalies, on
note, un €paississement de la membrane basale (Cuppage et al., 1980; Wilson et
al., 1992) et une synthése altérée de plusieurs composantes de la matrice
extracellulaire telles que la laminine, la fibronectine, le collagéne de type IV et les

protéoglycanes (Carone et al., 1988; Liu et al., 1992).
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Le maintien de la matrice extracellulaire nécessite un équilibre entre la
synthése et la dégradation de ces composantes et plusieurs protéases sont
impliquées dans ce processus dont les métalloprotéinases de la matrice (MMP) et
les cathepsines. Ces deux groupes de protéases peuvent dégrader les composantes
de la membrane basale et de la matrice extracellulaire in vitro et sont exprimées
au niveau du rein. Plusieurs études ont confirmé que le niveau d’activité de MMP-
2 et des cathepsines B, L et H est altéré dans les reins et le liquide kystique des

patients ADPKD (Hartz and Wilson, 1997; Norman et al., 1995).

1.3.2.4 Polarité épithéliale et sécrétions trans-épithéliales

La polarité épithéliale est essentielle pour le maintien de I’intégrité et le
fonctionnement de plusieurs organes. Au niveau du rein, elle permet la
réabsorption et la sécrétion vectorielle le long du néphron par I’insertion polarisée
de canaux et de transporteurs d’ions & la membrane apicale ou basolatérale. Au
stade feetal, la pompe & sodium et le récepteur EGFR sont localisés du c6té apical
de la membrane tandis qu’au stade adulte ils sont situés exclusivement du coté
basolatéral (Burrow et al., 1999).

Dans le cas de la polykystose rénale, la polarité de quelques protéines
membranaires est altérée dont la pompe a sodium Na*,K'-ATPase, le récepteur de
facteurs de croissance EGFR, le transporteur Na'K*2Cr, I’ankyrine, la fodrine et
E-cadhérine. Toutefois, cela ne semble pas étre un défaut général puisque la
polarité de la majorité des protéines étudiées est normale (Wilson, 1997). La

localisation apicale de la pompe & sodium Na* K*-ATPase et du récepteur EGFR
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chez les patients ADPKD suggere une persistance du programme feetal. De plus,
des analyses ont montré que la pompe & sodium Na*,K*-ATPase du coté apical est
fonctionnelle et cause une sécrétion de liquide dans le lumen des kystes ce qui
pourrait contribuer a leur expansion (Wilson et al., 1991).

La plupart de ces études montrent que les anomalies observées au niveau
de la membrane basale, de la polarité épithéliale et des sécrétions trans-
épithéliales surviennent généralement aprés la formation des kystes. Ce qui
suggere que ces mécanismes pathophysiologiques ne sont pas nécessairement a
Porigine de la kystogénése, mais contribuent au développement et a la croissance

des kystes dans la pathogenése ADPKD.

1.4 LA GENETIQUE MOLECULAIRE DE ADPKD
1.4.1 Les loci ADPKD1 et ADPKD2

Deux loci sont impliqués dans la pathogenése ADPKD soit PKD/ et
PKD?2 qui sont localisés respectivement sur les chromosomes 16p13.3 et 4g21-23.
Le géne de PKDI est muté chez plus de 85 % des patients ADPKD tandis que
PKD2 est responsable de I’autre 15 % des cas. Indépendamment du géne qui est
muté, un phénotype similaire est observé, mais dans le cas de PKD2, la pathologie
survient plus tardivement et les complications sont moins fréquentes. L’espérance
de vie sans dialyse ou transplantation est de 53 ans pour les patients ADPKD1
alors que chez les patients ADPKD?2 elle est de 69 ans (Hateboer et al., 1999a).

Le géne de PKDI a été cloné grace a I’identification d’une translocation

chromosomique entre les chromosomes 16 et 22 chez une famille portugaise. La
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présence de mutations dans le géne PBP (Polycystic Break Point) chez d’autres
patients ADPKD a confirmé qu’il s’agissait du géne recherché et PBP a été
rebaptisé PKDI (1994). Le géne candidat pour le deuxiéme locus a été découvert
par clonage positionnel et la ségrégation de mutations non sens chez trois familles

ADPKD?2 a confirmé I’identité de PKD2 (Mochizuki et al., 1996).

1.4.2 Structure des génes PKDI et PKD2

Le geéne de PKD1I comprend 46 exons qui sont répartis sur 54 kb et produit
un transcrit de 14 kb (1995; Hughes et al., 1995). Une des particularités de ce
geéne est que les exons 1 a 33 sont dupliqués au moins six fois dans la région
proximale 16p13.1. Ces génes homologues & PKD! ont une homologie de plus de
95 % avec PKDI. Des études effectuées avec des cellules de glioblastomes T98G
ont montré que les geénes homologues sont transcrits, mais qu’ils ne sont pas
traduits. La présence d’un codon de terminaison de la traduction dans 1’exon 8§ de
la plupart de ces genes suggére que méme s’ils étaient traduits, il y aurait
probablement une terminaison précoce de la traduction (Bogdanova et al., 2001).
Le géne de PKDI contient également des séries de polypurines-polypyrimidines
de 2.5 et 0.5 kb dans les introns 21 et 22. Ces structures sont capables de former
des triplex intramoléculaires qui peuvent prédisposer le géne & la mutagenése
(Blaszak et al., 1999).

PKD?2 est un gene de 68 kb qui contient 15 exons et produit un transcrit de

5 kb (Hayashi et al., 1997).
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1.4.3 Mutations PKDI et PKD2

Suite au clonage des génes de PKD! et PKD2 dans les années quatre-
vingt-dix, plusieurs analyses ont été effectuées chez les patients ADPKD afin de
détecter des mutations. Jusqu’a maintenant, plus de deux cent mutations ont été
identifiés au niveau du géne de PKD/ et cinquante dans le cas de PKD2. Ces
mutations comprennent des décalages du cadre de lecture, des non-sens, des faux
sens et des délétions. Dans le cas de PKDI, les premiéres mutations identifiées
étaient localisées principalement dans la région non dupliquée (partie 3°). Par la
suite, des nouvelles techniques d’analyses ont été mises au point pour faciliter la
détection des mutations dans la partie 5° et des mutations réparties sur toute la
longueur du geéne ont été identifiées (Rossetti et al., 2001; Rossetti et al., 2002b).

Une grande variabilité phénotypique inter- et intra-familiale a été observée
chez les patients ADPKDI1, mais il ne semble pas y avoir de corrélation entre le
type de mutations et la sévérité du phénotype (Hateboer et al., 1999b; Milutinovic
et al.,, 1992; Rossetti et al., 2002a). Des analyses statistiques ont montré qu’en
général les mutations a ’extrémité 5’ du géne causent un phénotype plus sévére
que celles a ’extrémité 3°, mais il y a des exceptions et cela ne permet pas
d’expliquer la variabilité observée a I’intérieur d’une méme famille (Rossetti et
al., 2002a). Un des exemples qui illustre bien cette variabilité est le cas des
jumeaux dizygotes ol la méme mutation non sens dans la région 3° du géne de
PKD1 produit deux phénotypes totalement différents. Les reins d’un des jumeaux
ont été diagnostiqués polykystiques in utero a trente et une semaines de gestation

alors que ceux de l’autre jumeau étaient normaux a I’dge de cinq ans. Un des
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jumeaux est atteint de ADPKD infantile tandis que I’autre commencera
probablement a étre malade autour de la cinquantaine (Peral et al., 1996). Cela
suggere qu’en plus des mutations dans les génes de PKD1 et PKD?2, des facteurs
environnementaux et génétiques additionnels pourraient également influencer le

développement de la maladie.

1.5 FONCTIONS DES POLYCYSTINES
1.5.1 La nouvelle famille des polycystines

Les génes de PKDI et PKD2 encodent respectivement pour les
polycystines-1 et -2. Les polycystines définissent une nouvelle famille de
protéines transmembranaires. En plus des polycystines-1 et -2, six nouveaux
membres ont €té identifiés par homologie de séquence et ont été classés en deux
sous-familles selon leur structure protéique (tableau I-III). Toutefois, seules les
polycystines-1 et —2 semblent étre impliquées dans la pathogenése ADPKD.

Les membres de la sous-famille de la polycystine-1 ont tous un grand
domaine extracellulaire, jusqu’a onze domaines transmembranaires et un petit
domaine intracellulaire. De plus, plusieurs domaines protéiques identifiés
initialement au niveau de la polycystine-1 tels que PKD, REJ, GPS, PLAT et
coiled-coil sont conservés entre les membres de cette sous-famille (1994; Hughes
et al., 1999; Li et al., 2003a; Yuasa et al., 2002).

Les trois membres de la sous-famille de la polycystine-2 ont six segments
transmembranaires et sont homologues aux canaux ioniques (Guo et al., 2000;

Mochizuki et al.,, 1996; Nomura et al., 1998). La polycystine-2L ou -L est la
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premiére protéine de cette famille dont 1’activité ionique a été démontrée et cela
suggérait une fonction similaire pour la polycystine-2 (Chen et al., 1999).

L’étude fonctionnelle des membres de cette nouvelle famille de protéines
devrait nous aider a élucider le role des polycystines-1 et -2 dans la pathogenése

ADPKD.

TABLEAU I-1I1

Membres de la famille des polycystines.

Localisation
Protéine Géne Ch Expression Pathologie Réf.
r.

Sous-famille de la polycystine-1

polycystine-1 PKDI 16p13.3 La plupart des organes et tissus, ADPKD 1
plus élevé au niveau feetal
polycystine-REJ  PKDREJ 22q13 Testicules N.D. 2
polycystine-1L1  PKDILI  7pl2-pl3 Ceeur (adulte et feetal) et N.D. 3
testicules
polycystine-1L2 PKD/L2 16q22-q23  La plupart des organes et tissus N.D. 4
polycystine-1L3  PKD/L3  16q22-q23  La plupart des organes et tissus N.D. 4

Sous-famille de la polycystine-2

polycystine-2 PKD? 4q21-q23  La plupart des organes et tissus ~ ADPKD 5

polycystine-2L PKDL 10924-q25  La plupart des organes et tissus N.D. 6
polycystine-2L2  PKD2L2 5q31 Reins, cerveau et testicules N.D. 7
LEGENDE :

Chr.- chromosomique; N.D. — non-déterminé; Réf. - référence

Références :

1- (1994); 2- (Hughes et al., 1999); 3- (Yuasa et al., 2002); 4- (Li et al., 2003a); 5- (Mochizuki et
al., 1996); 6- (Nomura et al., 1998); 7- (Guo et al., 2000)
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1.5.2 Structures et interactions protéiques

1.5.1.1 Polycystine-1

La polycystine-1 est une protéine de 4302 aa. Cette protéine de plus de
460 kDa est extrémement complexe et sa structure cristallographique n’a pas
encore €té résolue. Le modele protéique (figure 1.3) a été déterminé
principalement par des analyses de séquences primaires a I’exception du domaine

PKD.

FIGURE 1.3 :
La polycystine-1
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La polycystine-1 est une protéine transmembranaire dont la partie amino-
terminale est extracellulaire et couvre les deux tiers de la protéine (3074 aa) et la
partie carboxy-terminale est intracellulaire (199 aa) (Sandford et al., 1997).

Dans la partie extracellulaire, plusieurs domaines connus pour étre
impliqués dans différents types d’interactions cellulaires ont été identifiés par
homologie de séquence. La séquence codante commence avec un peptide signal
de 23 aa suivie de deux répétitions riches en leucines (LRR) de type B encodées
respectivement par les exons 2 et 3 (1995; Hughes et al.,, 1995). Le LRR se
caractérise par une séquence consensus de 20-29 aa qui contient des leucines ou
des acides aminés aliphatiques a des positions clées. En plus de la séquence
consensus, des domaines riches en cystéines sont situés de part et d’autre du LRR.
Ce motif est présent chez plusieurs familles de protéines et est généralement
impliqué dans les interactions protéines-protéines (Kobe and Kajava, 2001). Par
des essais de liaison in vitro, Malhas et al. ont montré que le domaine LRR de la
polycystine-1 peut lier différentes protéines de la matrice extracellulaire telles que
le collagéne I, la laminine et la fibronectine. Ce domaine peut également interagir
avec des composantes non-identifiées du liquide kystique et diminuer la
prolifération cellulaire (Malhas et al., 2002).

Le domaine LRR est suivi d’un domaine WSC, nommeé d’aprés la protéine
WSC1 chez Saccharomyces cerevisiae (cell wall integrity and stress component
protein). Chez la levure les protéines WSC1-3 sont des senseurs de stress
environnementaux et WSC4 est impliquée dans la translocation des protéines vers

le réticulum endoplasmique (Ponting et al., 1999). Au niveau de la polycystine-1,
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le domaine WSC a été identifié¢ dans I’exon 5 par homologie de séquence (Ponting
et al., 1999) et aucune expérience n’a été effectuée pour déterminer sa fonction.

Au niveau des exons 6 et 7, un domaine lectine de type C a été identifié
(1995; Hughes et al, 1995). Ces domaines sont présents dans la partie
extracellulaire de plusieurs protéines et lient des sucres spécifiques en présence de
calcium. Les domaines lectines de type C sont généralement impliqués dans
plusieurs processus biologiques dont la signalisation cellulaire et I’exocytose. Des
études in vitro avec une protéine de fusion GST ont montré que le domaine lectine
de type C de la polycystine-1 peut interagir avec différents sucres et que cette
interaction nécessite la présence de calcium (Weston et al., 2001).

Deux études suggerent la présence d’un domaine LDL-A (lipoprotéines de
basse densité-A) dans I’exon 10 de PKDI (1995; Sandford et al., 1997). Ce
domaine comprend une séquence riche en cystéines (environ quarante résidus) et
est généralement impliqué dans la liaison du ligand chez les récepteurs de type
LDL. Toutefois, par rapport a la polycystine-1, le role du domaine LDL-A n’a pas
été déterminé.

La polycystine-1 contient également seize nouveaux motifs appelés
domaines PKD. Le premier domaine PKD se situe dans I’exon 5 tandis que les
quinze autres sont localisés au niveau des exons 11 a 15. La structure du premier
domaine PKD a été étudiée par résonance magnétique nucléaire. Ce domaine de
80 aa est constitué de deux feuillets B qui ont un repliement similaire au domaine
immunoglobuline, mais les acides aminés qui définissent le domaine

immunoglobuline ne sont pas conservés dans le domaine PKD (Bycroft et al.,
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1999). Des interactions homophiliques entre les différents domaines PKD ont été
montrées par des essais de liaison in vitro. De plus, I’ajout d’un anticorps dirigé
contre le domaine PKD, dans une culture de celluless MDCK perturbe les
interactions cellules-cellules (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 2000).

Le module REJ qui signifie receptor for egg jelly a été découvert
initialement chez I’oursin de mer suite & la caractérisation du récepteur impliqué
dans la réaction acrosomiale (suREJ) (Moy et al., 1996). Ce module d’environ
1000 aa contient dix résidus cystéines conservés et couvre les exons 15 a4 27 de la
polycystine-1 (Moy et al., 1996; Sandford et al., 1997). La structure et la fonction
exacte du module REJ n’ont pas été déterminées, mais il pourrait étre impliqué
dans la régulation du transport d’ions.

Juste en amont du premier domaine transmembranaire, un domaine GPS
(GPCR proteolytic site) a été identifié. Ce domaine riche en cystéines est un site
de clivage protéolytique que 1’on retrouve principalement chez les récepteurs
couplés aux protéines G (GPCR) appartenant a la famille LNB-TM7
(Krasnoperov et al.,, 2002). La présence de ce domaine en amont du premier
domaine transmembranaire de la polycystine-1 suggere que la protéine serait
clivée entre la leucine 3048 et la thréonine 3049 (Ponting et al., 1999). Des études
de co-immunoprécipitation ont montré que la polycystine-1 est effectivement
clivée in vitro (Qian et al., 2002).

Onze domaines transmembranaires (TM [-XI) ont été identifiés par des
analyses d’hydrophobicité (Sandford et al., 1997) et cette étude a été confirmée

récemment par des analyses biochimiques (Nims et al., 2003). La premiére boucle
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intracellulaire entre les domaines transmembranaires I et I comprend un domaine
PLAT (polycystine-1, lipo-oxygénase, alpha toxine). La structure tri-
dimensionnel de ce domaine est un sandwich béta et il est généralement impliqué
dans des interactions protéines-protéines et lipides-protéines (Bateman and
Sandford, 1999). Dans le cas de la polycystine-1, aucune analyse n’a été effectuée
au niveau de ce domaine.

La partie carboxy-terminale de la polycystine est relativement courte, mais
elle comprend plusieurs sites de phosphorylation potentiels, une séquence riche en
prolines, une séquence d’activation des protéines G hétérotrimériques et un
domaine coiled-coil (Li et al., 1999; Nims et al., 2003; Parnell et al., 1998; Qian et
al., 1997). Le domaine coiled-coil de la polycystine-1 (exon 46) (Qian et al.,
1997) semble interagir avec la polycystine-2, la protéine encodée par PKD2
(Hanaoka et al., 2000; Newby et al., 2002; Qian et al., 1997, Tsiokas et al., 1997).
Ce domaine interagit é€galement avec des composantes des filaments
intermédiaires (Xu et al., 2001) et RGS7, une protéine régulatrice de la
signalisation des protéines G (Kim et al., 1999a).

Des études de colocalisation et de co-immunoprécipitation semblent
également montré que la polycystine-1 fait partie de complexes multiprotéiques.
Elle peut interagir avec les cadhérines et les caténines (Geng et al., 2000; Huan
and van Adelsberg, 1999), des protéines de liaison a I’actine (vinculine, taline et
o-actinine) (Geng et al,, 2000) ainsi que des composantes des complexes
d’adhésion focales (intégrine a2f1, paxilline, pp125 FAK, pp60src et p130Cas)

(Geng et al., 2000; Wilson et al., 1999) (tableau I-IV).



1.5.1.2 Polycystine-2

La polycystine-2 est une protéine transmembranaire de 968 aa (figure 1.4).
Cette protéine contient six segments transmembranaires et les domaines amino- et
carboxy-terminales sont intracellulaires. La séquence des segments
transmembranaires (S1-6) est similaire 4 50 % au six derniers domaines
transmembranaires de la polycystine-1 et a la sous-unité alpha du canal calcique
voltage dépendant (VACCgy ) (Mochizuki et al., 1996).La région S5-6 est
également homologue aux canaux récepteurs a potentiel transitoire (TRPC), ces
derniers sont impliqués dans le contrle des réserves de calcium intracellulaire
(Tsiokas et al., 1999).

La partie carboxy-terminale comprend au moins deux régions
fonctionnelles soit un domaine EF-hand et un domaine de localisation au
réticulum endoplasmique (Cai et al., 1999). La présence d’un domaine coiled-coil
dans la partie carboxy-terminale a également été suggérée, mais le domaine
identifié n’a pas la structure amphipathique qui caractérise habituellement les

domaines coiled-coil (Qian et al., 1997).
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FIGURE1.4 :
La polycystine-2

B Polygrstin2

REFERENCE : (Wilson, 2004)

En plus de former des homodiméres, la polycystine-2 peut interagir avec
plusieurs protéines dont la polycystine-1 et le canal TRPC1 (Qian et al., 1997,
Tsiokas et al., 1997; Tsiokas et al., 1999). Un lien avec le cytosquelette a
également été suggéré puisque la polycystine-2 interagit avec des protéines
associées a celui-ci, CD2AP et HAX-1 (Gallagher et al., 2000; Lehtonen et al.,
2000). Récemment, des études ont montré une interaction directe entre la
polycystine-2 et des protéines impliquées dans la régulation des microfilaments
d’actine, soit la tropomyosine-1 et la troponine-1 (Li et al., 2003b; Li et al.,
2003c).

Les interactions protéiques des polycystines-1 et -2 sont présentées au

tableau I-1V.
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TABLEAU I-IV

Interactions protéiques des polycystines-1 (PC1) et -2 (PC2).

Domaine de liaison de

."ﬂ-\.

Protéines Ia polycystine Complexe protéique Réf.
Polycystine-1
PC1 Caténines a, B3, y Non-déterminé Jonctions adhérentes 1,2
PC1 E-cadhérine Non-déterming Jonctions adhérentes 1,2
PC1 Intégrines Non-déterminé Compleﬁis;asdhésions 2,3
PC1 Collagene I, I1, IV Lectine de type C Matrice extracellulaire 4
PC1 PC1 PKD II-XVI Polycystine 5
PC1 Vimentine Coiled-coil Filaments intermédiaires 6
PC1 RGS7 Coiled-coil 7
PC1 Protéines G 4181-4303 aa 8
Polycystine-2
PC2 HAX-1 Boucle 5 Cytosquelette 9
PC2 CD2AP C-terminale Cytosquelette 10
PC2 Tropomyosine-1 C-terminale Cytosquelette 11
PC2 Troponine-1 C-terminale Cytosquelette 12
PC2 PC2 C-terminale Polycystine 13,14
PC2 PC1 Plfclz“‘;;‘l‘:géggaza Canal ionique 13, 14
PC2 TRPC1 S2-5 Canal ionique 15
LEGENDE :
Références:

1- (Huan and van Adelsberg, 1999); 2- (Geng et al., 2000); 3- (Wilson et al., 1999); 4- (Weston et
al., 2001); 5- (Tbraghimov-Beskrovnaya et al., 2000); 6- (Xu et al., 2001); 7- (Kim et al., 1999a);
8- (Pamnell et al., 1998); 9- (Gallagher et al., 2000); 10- (Lehtonen et al., 2000); 11- (Li et al,,
2003b); 12- (Li et al., 2003c); 13- (Tsiokas et al., 1997); 14- (Qian et al., 1997); 15- (Tsiokas et

al., 1999)
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1.5.3 Localisation cellulaire et sous-cellulaire

Plusieurs études d’immunohistochimie ont été effectuées avec différents
anticorps pour déterminer la localisation cellulaire et sous-cellulaire des
polycystines-1 et -2. Les profiles d’expression cellulaires de ces deux protéines au
niveau du rein sont sensiblement les mémes. Toutefois, contrairement a la
polycystine-2, le niveau d’expression de la polycystine-1 diminue
considérablement lorsque la formation du rein est complétée. En plus d’étre
exprimé dans le rein, les polycystines-1 et -2 ont été détectées dans la plupart des
tissus et organes aux stades feetal et adulte.

Au stade précoce du développement rénal, les polycystines-1 et -2 sont
exprimées fortement dans le canal de Wolff et les tubules mésonéphriques. Un
peu plus tard au cours du développement, elles sont détectées au niveau des
précurseurs épithéliaux tels que les corps en S et les branchements proximaux et
distaux du bourgeon urétéral. Dans les portions plus matures du rein feetal, elles
sont présentes dans toutes les parties du néphron, mais leurs expressions dans les
tubules proximaux diminue a partir de vingt-quatre semaines. La polycystine-2 est
également exprimée dans les artéres et la partie ascendante de I’anse de Henle
(Chauvet et al., 2002; Foggensteiner et al., 2000; Geng et al., 1996; Ong et al.,
1999b; Peters et al., 1996; van Adelsberg et al., 1997).

Au niveau du rein adulte, les polycystines-1 et -2 sont exprimées
principalement dans les tubules contournés distaux et les tubules rénaux
collecteurs ainsi que dans la partie ascendante de I’anse de Henle dans le cas de la

polycystine-2 (Foggensteiner et al., 2000; Geng et al., 1996; Ibraghimov-
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Beskrovnaya et al., 1997; Ong et al., 1999a; Ong et al., 1999b; Peters et al., 1996;
Ward et al., 1996).

Chez les patients ADPKD1 et ADPKD?2, les polycystines-1 et -2 sont
exprimées fortement dans 1’épithélium kystique rénal. La majorité des kystes, soit
environ 80 %, expriment ces deux protéines au niveau de la membrane plasmique
ou du cytoplasme (Geng et al., 1996; Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1997; Ong
et al., 1999a; Ong et al., 1999b; Peters et al., 1996; van Adelsberg et al., 1997,
Ward et al., 1996). De plus, chez les patients atteints d’une forme sévére
d’ADPKD, ADPKD infantile ou syndrome contigu PKDI-TSC2, la polycystine
est détectée dans pres de 100 % des kystes analysés (Ong et al., 1999a).

Plusieurs études de localisation sous-cellulaire ont montré que la
polycystine-1 est principalement associée avec la membrane plasmique (Boletta et
al., 2001; Geng et al., 1996; Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1997; Peters et al.,
1999) et elle a été détectée au niveau de plusieurs types de jonctions a la
membrane latérale (Huan and van Adelsberg, 1999; Scheffers et al., 2000).
Toutefois, une faible quantité de protéines a également été détectée dans le
cytoplasme cellulaire ce qui suggére que la polycystine-1 est continuellement
recyclée a intérieur de la cellule (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1997; Peters et
al., 1999).

Jusqu’a tout récemment, la localisation sous-cellulaire de la polycystine-2
était assez controversée puisque, selon les études effectuées, elle était localisée au
niveau du réticulum endoplasmique ou a la membrane plasmique (Foggensteiner

et al., 2000; Koulen et al., 2002; Vassilev et al., 2001). Derniérement, des études
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ont montré que la localisation sous-cellulaire de la polycystine-2 peut varier entre
les protéines exogénes et endogénes ainsi que selon le type de cellules employées

(Luo et al., 2003).

1.5.4 Transport ionique

L’homologie de séquence observée entre la polycystine-2 et différents
canaux ioniques suggere que cette protéine pourrait jouer un rdle important dans
le transport d’ions. Ainsi, plusieurs études ont été effectuées pour confirmer cette
hypothése et ont montré que la polycystine-2 peut effectivement former un canal
ionique calcique. Par contre, selon le systéme cellulaire utilisé, certains résultats
apparaissent controversés par rapport au rdle de la polycystine-1 dans la formation
et la localisation cellulaire du canal ionique formé par la polycystine-2.

Les premiéres expériences réalisées par Hanaoka et al. ont montré que la
co-expression des polycystines-1 et —2 est nécessaire pour former un nouveau
canal calcique & la membrane plasmique (Hanaoka et al., 2000). Par contre, des
¢tudes effectuées dans d’autres systémes cellulaires ont montré que la
polycystine-2 est suffisante pour former un canal ionique fonctionnel au réticulum
endoplasmique (Koulen et al., 2002; Vassilev et al., 2001). Par la suite d’autres
analyses ont confirmé que la polycystine-1 n’est pas nécessaire a la formation du
canal ionique, mais qu’elle permet d’activer et stabiliser la polycystine-2 (Xu et
al., 2002). Récemment, Luo et al. ont montré pour la premiére fois que le canal

ionique formé par la polycystine-2 endogéne est fonctionnel a la membrane
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plasmique et n’exclut pas qu’il pourrait également jouer un rdle important au
niveau du réticulum endoplasmique (Luo et al., 2003).

Dans le cas de la polycystine-1, plusieurs études ont montré qu’elle peut
réguler I’activité de la polycystine-2 (Xu et al., 2002) ainsi que d’autres canaux
ioniques non-identifiés (Babich et al., 2004; Vandorpe et al., 2001; Vandorpe et

al., 2002).

1.5.5 Signalisation cellulaire

Les analyses de séquences protéiques, les études d’interactions ainsi que
plusieurs études fonctionnelles en culture cellulaire ont permis d’identifier les

principales voies de signalisations activées par les polycystines (figure 1.5).

1.5.5.1 Voie des Wnts

Plusieurs études suggeérent que la voie des Whats, et plus particuliérement la
B-caténine, sont impliquées dans la pathogenése de la polykystose rénale. La -
caténine joue un rdle structural important aux jonctions cellules-cellules et elle
peut également réguler la transcription des genes de la famille TCF/LEF lorsque
sa forme non complexée est transloquée au noyau. Chez les patients ADPKD, le
niveau d’expression de C-MYC, un géne activé par la [B-caténine, est
anormalement élevé (Lanoix et al., 1996). De plus, la transfection transitoire de la
partie carboxy-terminale de la polycystine-1 stabilise la forme soluble de la B-
caténine et permet ainsi I’activation de siamois, un géne cible de la B-caténine

(Kim et al., 1999b). Etonnamment, des éléments de liaison TCF/LEF (TBE) ont
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été identifiés dans la séquence promotrice de PKD/ et suggérent qu’il est lui-

méme un géne cible de la B-caténine (Rodova et al., 2002).

1.5.5.2 Activation des petites protéines G hétérotrimériques

La présence d’un domaine GPS et d’une séquence d’activation des
protéines G suggérent que la polycystine-1 pourrait agir comme un récepteur
couplé aux protéines G (GPCR) malgré ces onze domaines transmembranaires.
Les voies de signalisation activées par les petites protéines G peuvent réguler
plusieurs réponses cellulaires qui semblent jouer un réle important dans la
polykystose rénale telles que la prolifération, la polarité, la différenciation et la
survie cellulaire. Afin de confirmer cette hypothése, plusieurs études
fonctionnelles ont été effectuées.

Tout d’abord, Parnell et al. ont montré que le domaine d’activation des
protéines G de la polycystine-1 peut lier et activer les protéines G
hétérotrimériques Gi/Go in vitro (Pamell et al., 1998). De plus, la partie carboxy-
terminale de la polycystine-1 peut réguler les génes AP-I dépendants via
I’activation de plusieurs classes de protéines G incluant les protéines G
hétérotrimériques et les Rho GTPases Racl et Cdc42 (Amould et al., 1998;
Pamnell et al., 2002).

L’activation des protéines G de type Gi/Go par la polycystine-1 peut
également moduler I’activité des canaux ioniques de calcium et de potassium par
le reldchement des sous-unités GPy. Toutefois, dans ce cas-ci, la signalisation des

protéines G est inhibée par la co-expression de la polycystine-2 (Delmas et al.,
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2002). Ce qui suggére que cette voie de signalisation est activée seulement
lorsque le complexe protéique des polycystines est perturbé.

Finalement, la partie carboxy-terminale de la polycystine-1 peut lier et
stabiliser RGS7, un régulateur de la signalisation des protéines G (Kim et al.,
1999a). La stabilisation de RGS7 influence probablement les différentes cascades
de signalisation dépendantes des protéines G et plus particulicrement celles

activées par la polycystine-1.

1.5.5.3 Régulation du cycle cellulaire

La polycystine-1 semble également jouer un rdle important dans la
régulation du cycle cellulaire par I’activation de la voie JAK-STAT. Cette voie de
signalisation joue un réle important au niveau du développement embryonnaire et
elle est impliquée dans la régulation de plusieurs processus cellulaires tels que la
prolifération, la différenciation et la survie. Des études effectuées en culture
cellulaire ont montré que la polycystine-1 permet ’arrét du cycle cellulaire en
phase GO/G1 par I’augmentation de p21™". De plus, une interaction avec la
polycystine-2 semble étre nécessaire pour I’activation de JAK2 puisque lorsque le
domaine d’interaction avec la polycystine-2 est muté, JAK2 n’est pas phosphorylé

(Bhunia et al., 2002).
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FIGURE 1.5 :

Voies de signalisation impliquant les polycystines-1 et-2

i@ L7 i T

Cell-matrix
focal adhesion

Référence : (Wilson, 2004)

1.6 ETUDES CHEZ LA SOURIS
1.6.1 Modéles murins de polykystose rénale (PKD)

Les modéles animaux sont fort utiles pour étudier les maladies génétiques
et développer des stratégies thérapeutiques. Bien avant que les génes humains de
PKDI et PKD2 ne soient clonés, une pathologie rénale similaire 8 PKD a été
observée chez plusieurs modéles murins chimiques, spontanées, transgéniques et
knock-out (tableaux I-V a [-VII).

Etonnamment, aucun des modéles murins spontanés de polykystose rénale
n’affecte les deux génes orthologues responsables de I’ADPKD chez I’humain

soit Pkdl et Pkd2 (tableau I-V). Parmi les différents modeéles de souris
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spontanées, la souris cpk est certainement celle qui a été le plus étudiée. Le géne
muté chez ces souris a été cloné derniérement et encode pour une nouvelle
protéine appelée la cystine. La fonction de cette protéine est inconnue, mais tel
que mentionné précédemment elle est localisée au niveau des cils primaires des

cellules épithéliales rénales avec les polycystines-1 et -2 (Hou et al., 2002).

TABLEAU I-V

Mutants spontanés et chimiques et mutagenése insertionnelle.

Modéles PKD Géne Localisation Protéine Fonction Réf.
murins Chr.

Mutants spontanés

Cpk ARPKD Cpk 12 Cystine N.D. 1
Pcy NPH Nphp-3 3 Néphrocystine-3 N.D. 2
Bpk ARPKD Biccl 10 Biccl ND. 3
Kat ADPKD N.D. 8 N.D. N.D. 4
Jck ADPKD N.D. 11 N.D. N.D. 5
Mutants chimiques
Jepk ARPKD Biccl 10 Biccl N.D. 3
Mutagenese insertionnelle
Orpk ARPKD Tg737 14 Polaris Ciliogénése 6

LEGENDE :

Jepk et Bpk représentent différentes mutations du méme géne.

Réf. - références; Chr. — chromosomique; N.D. — non-déterminé

Références :

1- (Hou et al., 2002); 2- (Olbrich et al., 2003); 3- (Cogswell et al., 2003); 4- (Janaswami et al.,
1997); 5- (Atala et al., 1993); 6- (Moyer et al., 1994)

Une pathologie rénale similaire a la polykystose rénale a également été
observée chez plusieurs modeles murins de transgénése et d’ablation génique ou

différents génes impliqués dans le contrdle du cycle cellulaire, la différenciation
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cellulaire, la prolifération cellulaire et ’apoptose sont surexprimés ou délétés

(tableaux I-VI et I-VII).

TABLEAU I-VI:

Modé¢les de souris transgéniques PKD.

Génes Fonctions Réf.
c-myc Protooncogéne : division cellulaire et mort cellulaire 1
v-src Protooncogene 2
SV40 Protooncogene : division cellulaire 34
HrasT24 Protooncogéne 5
c-erbB2 Protooncogéne 6
TGF-a Facteur de croissance : régulation de la synthése de la MEC 7
KGF Facteur de croissance des kératinocytes 8
HGF Facteur de croissance des hépatocytes 9
Pax-2 Facteur de transcription: développement embryonnaire 10

LEGENDE :

Réf. — références

Références :

1- (Trudel et al., 1991); 2- (Boulter et al., 1992); 3- (MacKay et al.,, 1987); 4- (Kelley et al., 1991),
5- (Schaffner et al., 1993); 6- (Stocklin et al., 1993); 7- (Lowden et al., 1994); 8- (Nguyen et al.,
1996); 9- (Takayama et al., 1997); 10- (Dressler et al., 1993)
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TABLEAU I-VII

Mod¢les murins PKD d’ablation génique.

Génes Fonctions Réf.

Bcl-2 Régulation de ’apoptose 1

Ap-28 Facteur de transcription : développement embryonnaire 2,3

Tg737 Protéine impliquée dans la ciliogénése 4

Kif3a Sous-unité motrice de la kinésine-II : transport intraflagéllaire 5

Tensin Adhésions focales 6
LEGENDE :

Réf. — références

Références :

I- (Veis et al., 1993); 2- (Moser et al., 1997); 3- (Moser et al., 2003); 4- (Murcia et al., 2000); 5-
(Lin et al., 2003); 6- (Lo et al., 1997)

1.6.6.1 Prolifération cellulaire et apoptose

Les études chez la souris correlent avec les résultats observés chez
I’humain par rapport au réle de la prolifération cellulaire et de ’apoptose dans le
développement des kystes. En effet, la surexpression des proto-oncogénes c-erbB-
2, c-myc et ras et des facteurs de croissance TGF-a, HGF et KGF est suffisante
pour induire I’hyperplasie cellulaire et la kystogénése rénale (Gilbert et al., 1997,
Lowden et al., 1994; Nguyen et al., 1996; Schaffner et al., 1993; Stocklin et al.,
1993; Takayama et al., 1997; Trudel et al., 1991). De plus, la surexpression ou
I’ablation génique de genes reconnues pour étre impliqué dans [’apoptose tels que
c-myc, bcl-2 et AP-2f3 cause un phénotype kystique et des niveaux éleves
d’apoptose sont observés avant la kystogénése (Moser et al., 1997, Sorenson et

al., 1996; Trudel et al., 1998; Veis et al., 1993).
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Tout comme chez ’humain, le récepteur EGFR est surexprimé et mal
localisé chez la souris cpk (Orellana et al., 1995). Une augmentation de EGF a
également été observé dans le liquide kystique de ces souris (Horikoshi et al.,
1991). Ces différents modeles murins ont donc été forts utiles pour confirmer le
réle du récepteur EGFR dans la progression des kystes et tester différents
inhibiteurs. Par exemple, une diminution de I’activité tyrosine kinase chez les
souris double homozygotes orpk; waved-2 (wa-2), freine la kystogénése au
niveau du tube collecteur et améliore les fonctions rénales de ces souris. Dans ce
cas-ci, l’allele wa-2 spontané est un changement d’un acide aminé dans le
récepteur EGFR qui entraine une baisse de I’activité tyrosine kinase (Richards et
al., 1998). Des résultats similaires ont €té obtenus en traitant la souris bpk avec

des inhibiteurs du récepteur EGFR (Sweeney et al., 2000).

1.6.1.2 Role des cils dans la pathogenése ADPKD

Plusieurs études ont suggéré que des anomalies structurales et
fonctionnelles du cil primaire au niveau des cellules épithéliales rénales sont
associées a une pathogene¢se PKD. Chez les vertébrés, il existe deux types de cils,
soit les cils motiles et les cils non-motiles, communément appelés cils primaires.
Au cours du développement embryonnaire, les cils motiles sont présents a la
surface du nceud et semblent étre nécessaires a 1’établissement de 1’axe droit-
gauche (Marszalek et al., 1999; Nonaka et al., 1998). Quant aux cils primaires, ils
sont exprimés a la surface de plusieurs types cellulaires et pourraient jouer un role

important comme senseurs de ’environnement (Bargmann and Horvitz, 1991,
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Dwyer et al., 1998). Au niveau du rein, toutes les cellules épithéliales rénales,
excepté les cellules intercalaires, ont un cil primaire qui s’étend dans le lumen.

Le lien entre PKD et les cils a d’abord été suggéré suite a la découverte du
géne Tg737 chez la souris orpk, un modele ARPKD. En effet, Tg737 est
I’orthologue murin de IFT88 (Chlamydomonas) et OSM-5 (Caenorhabditis
elegans), deux protéines IFT impliquées dans le transport des précurseurs
nécessaires a I’assemblage des cils (Haycraft et al., 2001; Pazour et al., 2000; Qin
et al.,, 2001). Ainsi, chez la souris orpk, un mutant hypomorphe du géne 7g737,
les cils primaires sont plus courts (Pazour et al., 2000) tandis que la délétion
compléte du géne 7g737 empéche la ciliogénése et cause un défaut de I’axe droit-
gauche (Murcia et al., 2000). Le phénotype kystique observé chez le knock-out
conditionnel murin de Kif3a (Lin et al., 2003) permet également de faire un lien
entre la ciliogénese et le développement des kystes puisque Kif3a est une des
deux sous-unités motrices de la kinésine-II, une protéine hétérotrimérique
impliquée dans le transport antérograde des particules IFT le long de I’axonéme
ciliaire (Rosenbaum and Witman, 2002). Finalement, des études de localisation
cellulaire ont montré que la cystine (souris c¢pk) et polaris (souris orpk) sont
localisées au niveau du cil primaire des cellules épithéliales rénales (Yoder et al.,
2002). Ainsi, la plupart des protéines impliquées dans la pathogénése PKD telles
que les polycystines, la fibrocystine, la néphrocystine et I’inversine sont localisées

a cet endroit.
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1.6.2 Orthologues murins de PKDI et PKD2

Afin de mieux comprendre la fonction de PKDI et PKD2 chez I’humain,

ces deux geénes ont été clonés chez la souris.

1.6.2.1 Structure des génes Pkd1 et Pkd2

Le géne de Pkdl est localisé sur le chromosome 17 dans une orientation
queue a queue avec le géne de Tsc2 et sa région codante est homologue au géne
humain a 79 % (Lohning et al., 1997; Olsson et al., 1996). Contrairement au géne
humain, le géne murin n’est pas dupliqué et ne contient pas de séries de
polypurines-polypyrimidines dans les introns 21 et 22 (Olsson et al.,, 1996;
Piontek and Germino, 1999). Au niveau protéique, les polycystines humaines et
murines sont également homologue a 79 % et tous les domaines protéiques
identifiés chez I’humain sont présents chez la souris (Lohning et al., 1997).

Quant au gene de Pkd2, il est localisé sur le chromosome 5 de la souris et
une homologie de plus de 95 % a été observée avec la séquence protéique de

PKD2 humain (Wu et al., 1997).

1.6.2.2 Analyses d’expression et de localisation cellulaire

Le profil d’expression des génes de Pkdl et Pkd2 a été déterminé par des
essais d’hybridation in situ et d’immunohistochimie et des résultats similaires a
ceux observés chez I’humain ont été obtenus chez la souris. Les deux génes sont
exprimés dans la plupart des organes et tissus, et au niveau du rein, ils sont

exprimés principalement dans les tubules contournés distaux et le systéme
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collecteur rénal. De plus, le niveau d’expression de Pkd2 demeure élevé chez la
souris adulte tandis que celui de Pkd/ diminue de maniére importante aprés la
naissance des souriceaux (Guillaume et al., 1999; Guillaume and Trudel, 2000;
Markowitz et al., 1999).

Les études chez la souris ont montré que Pkdl et Pkd2 sont exprimés au
stade de la morula (8-16 cellules) et au cours du développement embryonnaire ils
sont exprimés fortement dans tous les tissus mésenchymateux et cartilagineux
(Guillaume et al., 1999; Guillaume and Trudel, 2000). Des divergences entre les
profils d’expression de Pkdl et Pkd2 ont également été observées. Par exemple,
Pkdl est exprimé fortement au niveau des tissus dérivés des cellules de la créte
neurale et du systéme nerveux central alors que Pkd?2 est difficilement détectable
dans ces tissus. De plus, contrairement a Pkd2, Pkdl est exprimé pendant la

condensation du mésenchyme (Guillaume and Trudel, 2000).

1.6.2.3 Etudes d’ablation génique et de transgénése

Dans le but d’étudier la fonction de Pkdl et Pkd2, plusieurs souris knock-
out ont été produites (tableau I-VIII) (Boulter et al., 2001; Kim et al., 2000; Lu et
al., 1997; Lu et al., 2001; Muto et al., 2002; Wu et al., 1998; Wu et al., 2000; Wu
et al., 2002).

Chez tous les modeles de souris Pkd/ homozygotes, les premiéres étapes
du développement rénal semblent procéder normalement jusqu’a E13.5, mais a
partir de E15.5, on note la présence de kystes. Des kystes pancréatiques sont

également observés dans la plupart des cas a partir de E13.5. Ces résultats
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suggerent que les polycystines ne sont pas requises pour I’induction des néphrons,
mais qu’elles jouent un rdle important au niveau du maintien et de la maturation
de I’architecture tubulaire rénale. La plupart de ces souris meurent entre le jour
embryonnaire E12.5 et la période périnatale. Des anomalies au niveau du cceur et
des poumons ainsi que de I’cedéme sous-cutané et des hémorragies focales ont été
décrites, mais la cause exacte de leur déceés est inconnue. Probablement en raison
de leur décés précoce, aucun kyste hépatique n’a €té observé chez ces souris.
Dans le cas des souris Pkd19™*, Pkdi™" et Pkd1%""?' des anomalies au niveau
du développement squelettique ont également €té rapportées (Boulter et al., 2001;
Lu et al., 2001).

Les souris hétérozygotes Pkd! développent aussi des kystes rénaux, mais
le phénotype est généralement modéré et variable. Dans le cas des souris Pkd/™"
et Pkd1*""?', les kystes sont couramment détectés a partir de 3 mois et affectent
plus de 50 % des souris analysées avant I’dge de 9 mois. Chez ces souris, on note

également la présence de kystes hépatiques a partir de 11 mois, mais aucun kyste

pancréatique n’a été observé (Boulter et al., 2001; Lu et al., 2001).
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Afin de vérifier si la surexpression de PKDI peut étre un mécanisme
pathogénétique de kystogénése, une souris double transgénique pour les génes de
PKDI et TSC2 humains a été générée (Pritchard et al., 2000). Le PAC utilisé pour
générer ces souris contient les génes de PKDI et TSC2 en entier ainsi que les
geénes de RAB26 et SLC9A3R2, mais ces derniers ne sont pas mentionnés dans le
papier. Les analyses d’expression par Northern montrent que PKDI est
faiblement exprimé dans le rein adulte alors que les Western montrent que la
polycystine-1 est détectable chez les nouveaux-nés seulement. Ces mémes
analyses montrent également que 7SC2 est exprimé dans le rein adulte. Le
phénotype rénal observé chez ces souris se manifeste trés tardivement et n’est pas
complétement pénétrant. En effet, des kystes rénaux ont été observé chez 38 %
des souris 4gées entre douze et vingt-quatre mois. En plus des kystes, plusieurs
anomalies rénales ont été observées telles que de la fibrose interstitielle, de
I’atrophie tubulaire, de la glomérulosclérose et de I’inflammation interstitielle a la
Jjonction cortico-médullaire. On note également un phénotype extrarénal au niveau
du foie chez plus de 50 % des souris ayant des kystes rénaux. Le croisement des

souris transgéniques PKDI-TSC2 avec le knock-out Pkd]%"*

permet la survie des
souris homozygotes et montre que la protéine produite par le transgéne est
fonctionnelle. Des souris transgéniques; Pkdl”™ de moins de 11 mois ont été
sacrifiées et aucun phénotype kystique n’a été observé chez ces souris (Pritchard
et al, 2000). Dans ce cas-ci, il est difficile d’établir un lien direct entre la

surexpression de PKDI et le développement des kystes rénaux, puisqu’au

moment ou le phénotype est observé, le niveau d’expression du transgéne PKDI
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est a peine détectable. De plus, tel que mentionné a la section 1.2.3, le géne de

TSC?2 pourrait étre impliqué dans la pathologie rénale de ces souris.

1.7 MECANISMES PATHOGENETIQUES DES POLYCYSTINES

Les mécanismes moléculaires menant a la formation de kystes sont encore
incompris, mais d’apres les études effectuées chez I’humain et la souris plusieurs

hypothéses peuvent étre émises.

1.7.1 Two-hit et perte de fonction protéique

Chez les patients ADPKD, moins de 5 % des néphrons développeront des
kystes et ce malgré le fait que toutes les cellules épithéliales rénales héritent de la
méme mutation germinale. Une des hypothéses suggérées pour expliquer la nature
focale de la kystogénése est le two-hit. Inspirée de la théorie de Knudson pour
expliquer I’inactivation des génes suppresseurs de tumeur (Knudson, Jr., 1971),
elle propose qu’en plus d’une mutation germinale dans les génes de PKD/ ou
PKD2, une mutation somatique de 1’allele normal serait requise pour le
développement des kystes. Ainsi, selon cette hypothése, ADPKD est une maladie
génétique dominante au point de vue de la transmission héréditaire, mais elle
serait récessive au niveau moléculaire.

Afin de vérifier I’hypothése du two-hit, des analyses de perte
d’hétérozygotie (LOH) ont été effectuées sur des kystes isolés de patients
ADPKD. Entre 18 % et 82 % des kystes rénaux provenant de patients ADPKD1

étaient monoclonaux (Brasier and Henske, 1997; Koptides et al., 1998; Qian et
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al., 1996) et des mutations somatiques de 1’alléle normal ont été détectés dans
30% des kystes hépatiques (Watnick et al., 1998). Il est vrai que le pourcentage de
kystes ayant subit un deuxiéme hit est relativement faible, mais cela est
probablement attribuable a la technique employée et a la complexité de la
structure génomique de PKDI. Chez les patients ADPKD2, des LOH ainsi que
des mutations somatiques ont également été observés et dans tous les cas ot cela a
pu étre déterminé, c’est 1’alléle normal qui était affecté (Koptides et al., 1999; Pei
et al., 1999; Torra et al., 1999; Watnick et al., 2000). Avec une technique
d’analyse plus sensible, des mutations somatiques dans 1’alléle normal de PKD?2
ont été détectés dans plus de 70 % des kystes analysés (Watnick et al., 2000). Des
mutations somatiques dans le géne de PKD2 chez des patients ADPKDI et vice
versa ont également été observées suggérant que les cellules trans-hétérozygotes
seraient susceptibles de développer des kystes (Koptides et al., 2000; Watnick et
al., 2000). Finalement, en combinant I’hybridation génomique comparative et la
perte d’hétérozygotie, des débalancements chromosomiques ont été observés dans
les régions 1p, 9q, 16p, 19 et 22q(Gogusev et al., 2003). L’hypothése du two-hit
suggere qu’une perte de fonction de la protéine serait a ['origine du
développement des kystes et cela est appuyé par des études d’ablation géniques
effectuées chez la souris. En effet, méme si les souris Pkdl et Pkd2 knock-out
meurent in utero, des microkystes aux reins et au pancréas ont pu étre observés a
partir de E15.5 et E13.5-E14.5 respectivement (Kim et al., 2000; Lu et al., 1997,

Lu et al., 2001; Wu et al., 2000) .
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Plusieurs études effectuées chez ’humain et la souris sont contradictoires
a la théorie du rwo-hit. Par exemple, la perte des deux alléles PKDI ou PKD2
implique une perte d’expression de la polycystine sauvage. Toutefois, plusieurs
études d’immunohistochimie montrent que plus de 80 % des kystes rénaux
ADPKD expriment la polycystine (Geng et al., 1996; Ong et al., 1999a; Ong et
al., 1999b; Peters et al., 1996; Ward et al., 1996). Certains ont également montré
que c’est la forme sauvage de la protéine qui est exprimée en utilisant des
anticorps dans la partie tronquée de la protéine mutante (Ong et al., 1999a; Ong et
al., 1999b). La seule fagon de réconcilier cette observation avec le two-hit est de
proposer que I’allele normal subit principalement des mutations faux sens, soit le
changement d’un acide aminé. Cependant, toutes les mutations somatiques
identifiées jusqu’a maintenant sont des non sens, des insertions et des délétions et
devraient toutes causer une perte d’expression de la polycystine sauvage
(Koptides et al., 1999; Pei et al., 1999; Torra et al., 1999; Watnick et al., 2000).
Chez la souris, le développement de kystes rénaux et hépatiques observé suite a la
surexpression des génes de PKDI et TSC2 est aussi difficilement réconciliable
avec la théorie du two-hit (Pritchard et al., 2000). De plus, il est peu probable que
le modele de trans-hétérozygotie puisse étre a ’origine du développement des
kystes puisque deux patients ayant chacun des mutations germinales dans les
genes de PKDI et PKD2 ont été décrit (Pei et al., 2001). Un modéle similaire de
trans-hétérozygotie a également été produit chez la souris (Wu et al., 2002). Dans
les deux cas, le phénotype est un peu plus sévére, mais la nature focale des kystes

persiste.
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Etant donné que les analyses de LOH et de mutations somatiques ont été
effectuées exclusivement sur des reins de patients ADPKD en phase terminale
d’insuffisance rénale, il est probable que ces événements somatiques observés au
niveau de l’allele normal soient davantage impliqués dans ’expansion et la
progression des kystes plutdt que dans leur initiation. Par contre, le mécanisme
pathogénétique de perte de fonction protéique, appuyé par les souris Pkd! et Pkd?2
knock-out, pourrait €tre réconciliable avec un second mécanisme appelé effet de

dosage.

1.7.2 Effet de dosage

Le développement de kystes rénaux chez les souris Pkdl et Pkd2
homozygotes et hétérozygotes ainsi que chez les souris transgéniques PKD1-TSC2
suggere que le dosage de la protéine pourrait étre un mécanisme pathogénique de
la kystogénése. Ces trois modéles murins montrent que tant une augmentation
qu’une diminution de la polycystine pourrait initier le développement des kystes.

Chez les souris hétérozygotes les kystes apparaissent & 1’dge adulte et
progressent beaucoup plus lentement que chez les souris homozygotes (Lu et al.,
1999; Lu et al., 2001; Wu et al., 1998). Parmi les différents knock-out de Pkd, les
souris Pkd2"5* montrent clairement une corrélation entre le développement des
kystes et le dosage de la protéine. Ces souris ont un alléle instable (WS25)
prédisposée a une inactivation suite a un événement de recombinaison homologue
et la sévérité du phénotype rénal s’accroit avec la perte de 1’alléle Pkd2 (Wu et al.,

1998).
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Dans le cas des souris transgéniques PKDI-TSC2, la surexpression de la
polycystine serait suffisante pour causer la formation de kystes rénaux et
hépatiques chez les souris adultes (Pritchard et al., 2000). Toutefois, la validité de
ce modele est quelque peu contestée parce que le géne de TSC2 est également
présent. 7SC2 est un des deux génes impliqués dans la sclérose tubéreuse, une
maladie génétique ou 30 % des patients développeront des kystes rénaux (Stillwell
et al., 1987).

Les mécanismes moléculaires de kystogénése sont relativement complexes
et d’autres études seront nécessaires pour déterminer si le dosage de la protéine
peut effectivement étre un mécanisme pathogénétique des polycystines. Dans le
but de vérifier si la surexpression de Pkd1, sans Tsc2, est suffisante pour initier le
développement des kystes rénaux, nous avons généré des souris surexprimant

uniquement le géne de Pkdl.
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Chapitre 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 CONSTRUCTION PLASMIDIQUE
2.1.1 Enzymes de restriction et de modification

Les fragments d’ADN plasmidiques et les vecteurs sont digérés avec
différents enzymes de restriction selon les recommandations du manufacturier
(New England Biolabs Inc., Beverley, MA; Invitrogen Life Technologies,
Burlington, ON; Amersham Biosciences., Piscatway, NJ).

Lorsque la digestion enzymatique produit des extrémités incompatibles, la
Klenow est utilisée afin de rendre franches les extrémités cohésives par
remplissage. La réaction de Klenow se fait 4 37 °C pendant 15 min en présence
de 5 U de Klenow (Invitrogen) et 25 mM de dNTP pour chaque microgramme
d’ADN. La Klenow est ensuite inactivée en chauffant a 65 °C pendant 10 min ou
par une extraction phénol/chloroforme/isoamyl (24 :24 :1) et la phase supérieure
est précipitée avec deux volumes d’EtOH 95 % et du NaCl (0.15 M final) a -20

°C toute la nuit ou @ —80 °C pendant 1 h.

2.1.2 Production d’un vecteur-T
Afin de faciliter le clonage des produits de PCR, une thymidine a été
ajoutée au plasmide pbluescript digéré avec un enzyme produisant des extrémités

franches. Le plasmide digéré est incubé en présence de Taq polymérase (1 U/ug
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plasmide/20 pL) (Perkin Elmer, Norwalk, CT), de tampon 1X (50 mM KCI, 10
mM Tris pH 8.3, 1.5 mM MgCl, BSA 200 mg/ml) et 2 mM dTTP pendant 2 h a
70 °C. L’absence des autres nucléotides (dATP, dCTP et dGTP) dans la réaction
fait en sorte qu’une thymidine est ajoutée a I’extrémité 3’ de chaque fragment.
Suite a une extraction phénol et une précipitation, le vecteur-T peut étre utilisé

pour le clonage des produits de PCR.

2.1.3 Isolation des fragments d’ADN

Les fragments d’ADN digérés et modifiés sont isolés sur gel d’agarose
(0.8-1.2 %) et extrait de I’agarose par électroélution a 85 V pendant 2 h 4 I’aide de
membranes a dialyse Spectra/Por, 10 mm (Fisher, Pittsburgh, PA) et/ou

précipités.

2.1.4 Réaction de polymérase en chaine (PCR)

Plusieurs fragments d’ADN utilisés dans diverses étapes de clonages ont
été générés par PCR. Pour ce faire, deux amorces spécifiques de la région a
amplifier sont utilisées. L’amplification par PCR est effectuée dans un volume de
20 pL par tube au moyen d’un appareil Gene Amp PCR System 9 600. La
réaction de PCR se fait dans un tampon de PCR 1X avec 0.2 mM de dNTP, 2.5 U
de Taq polymérase et 20 pmol de chaque amorce. Aprés 5 min de dénaturation a
94 °C, les conditions de PCR sont de trente cycles pour I’amplification et se

terminent par un 10 min d’élongation a 72 °C. Le tableau II-I regroupe la
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séquence des différentes amorces qui ont été utilisées pour 1’amplification par

PCR et le tableau II-II décrit les différents tampons et cycles de PCR utilisés.

TABLEAU II-I:

Séquences des amorces utilisées pour ’amplification par PCR (clonage).

Amorces Séquence 5’-3’ Position Taille (pb)
97-15 atgccgeceggegegeetget Pkdl 1361
02-01  Agccgggceagtggtggtgcacacc  ATG - intron 1
02-35 cctctgcatcgattggeacag Pkdl 1160
02-36 ggcacagaaaaaaagaattccttcc  Intron 8 - exon 10
02-37 ggaaggaattctttttttctgtgce Pkdl 360
02-38 gttttgectggatcegetgttg exon 10 - intron 11

LEGENDE:

Séquences des amorces sens et antisens qui ont été utilisées pour amplifier des régions spécifiques

de Pkdl.

TABLEAU II-II:

Description des tampons et des cycles de PCR (clonage).

Amorces Tampon 10X Cycle

97-15 100 mM Tris-HCl pH 8.8, 500 mM KCl, 94 °C 505,63 °C 455,
02-01 15 mM MgCl,, 2.5 % formamide 72°C 50 s

02-35 100 mM Tris-HCl pH 8.8, 500 mM KCI, 95 °C 1 min, 50 °C 1 min,
02-36 12.5 mM MgCl, 72 °C 2 min

02-37 100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500 mM KC1, 95 °C 1 min, 50 °C 1 min,
02-38 12.5 mM MgCl, 72 °C 2 min

LEGENDE:
Le tableau présente les différentes conditions de PCR utilisées pour amplifier specifiquement

chacun des fragments d’ADN.
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2.1.5 Ligation

Les ligations sont effectuées a 4 °C ou 16 °C selon que les extrémités
d’ADN sont franches ou cohésives. La réaction se fait pendant 16 h dans un
volume de 5-10 pL en présence de tampon de ligation (50 mM Tris-HCI pH 7.6,
10 mM MgCl,, 1 mM DTT, polyéthyléne glycol-8 000 2.5 % p/v), de BSA (0.1

mg/mL), d’ATP (1 mM), de ligase ADN T4 (0.5 U/uL) (Amersham) et d’ADN

(60 ng/uL).

2.1.6 Transformation

Le produit de la ligation (100-200 ng d’ADN) est introduit dans des
cellules bactériennes par choc thermique ou électroporation. Dans le cas de la
transformation par choc thermique, I’ADN est d’abord incubé avec 100 pL de
Tris 100 mM pH 8.0 et 200 uL de cellules compétentes E. coli DH5a (10 ®
cellules/mL) (Sambrook et al., 1989) pendant 30 min sur glace. Cette incubation
est suivie d’un choc thermique a 37 °C pendant 5 min. Par la suite, 800 pL de
milieu LB sont ajoutés et le tout est incubé sous agitation a 37 °C pendant 1 h
avant d’étre étalé sur un milieu sélectif. Les cultures sont étalées sur des pétris
LB contenant 100 pg/mL du géne de résistance présent sur le vecteur,
généralement ’ampicilline, puis incubées a 37 °C pendant 16 h. Pour les
électroporations, la ligation d’ADN est diluée a 1 ng/pL dans de ’eau ou du TE
(10mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.5) afin de diminuer la quantité de sel

et 1-2 pL sont incubés sur glace 1 min avec 40 pL de cellules électrocompétentes
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E. coli XL-1 (10'° cellules/mL). L’ADN est ensuite électroporé dans une cuvette
de 0.2 cm en appliquant un voltage de 2.5 kV pendant 4.7 s avec un appareil Gene
Pulser (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA). Suite a 1’électroporation, 1 mL de
milieu LB est immédiatement ajouté et le tout est incubé 1 h a 37°C avant d’étre

étalé sur un pétri LB avec une sélection & un antibiotique.

2.1.7 Mini préparation d’ADN plasmidique (lyse alcaline)

Les colonies isolées poussant sur des pétris sont repiquées, inoculées dans
1 mL de milieu LB contenant 100 pg/mL d’ampicilline puis, incubées a 37 °C
pendant 16 h. Une adaptation de la technique classique de lyse alcaline
(Sambrook et al., 1989) est utilisée afin d’isoler I’ADN plasmidique.
Premiérement, le culot bactérien est resuspendu dans 100 pL de solution I
(lysozyme 2 mg/mL, 25 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM glucose, 10 mM EDTA pH
8.0) et gardé sur glace pour 15-30 min afin de lyser la paroi des bactéries. La lyse
est favorisée en ajoutant 200 pL de solution II (0.2 N NaOH, SDS 1 %) sur glace
pour 5 min. Apres la lyse bactérienne, les protéines sont précipitées en ajoutant
150 pL de solution III (NaOAc 3 M pH 4.8), en incubant sur glace pendant 1 h.
Les protéines sont centrifugées pendant 5 min a la température de la piéce et aux
400 pL de surnageant récupérés, 1 mL d’EtOH 95 % froid est ajouté afin de
précipiter I’ADN plasmidique pendant 30 min a —20 °C. Finalement, le culot
d’ADN est lavé avec 100 pL d’EtOH 70 % puis séché sous vide avant d’étre
resuspendu dans 50 pL. de TE. Cet ADN plasmidique est digéré a I’aide d’un

enzyme de restriction spécifique et visualisé sur gel d’agarose. Les clones ayant
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intégrés I’insert dans la bonne orientation sont séquencés et conservés a -80 °C

dans 16 % de glycérol.

2.1.8 Maxi préparation d’ADN plasmidique (gradient de CICs)

Apres la croissance bactérienne et I’amplification du plasmide provenant
d’une colonie isolée, les bactéries sont culottées par centrifugation dans un rotor a
angle fixe de type Beckman J.A 14 a 3 000 rpm pendant 10 min & 4 °C. Les
culots bactériens sont resuspendus dans 10 mL d’une solution de sucrose 25 % et
Tris-HCI (50 mM pH 8.0) puis incubés sur glace 5 min. Par la suite 2 mL d’une
solution de lysozyme (10 mg/mL) sont ajoutés suivis d’une incubation de 10 min
afin de lyser la paroi des bactéries. Pour inhiber certaines enzymes bactériennes,
2 mL d’EDTA (0.5 M pH 8.5) sont ajoutés suivis d’une autre incubation de 5 min
et finalement 16 mL d’une solution contenant du Triton 0.1 %, de ’EDTA (62.5
mM pH 8.5) et du Tris-HCI (50 mM pH 8.0) sont ajoutés pour précipiter I’ADN
génomique. Aprés une incubation d’au moins 15 min, ce mélange est déposé
dans un tube de polyallomere et centrifugé dans un rotor a godets oscillants de
type SW 28 a 21 000 rpm a 4 °C pendant 1 h afin de culotter I’ADN génomique
bactérien, les protéines et les débris cellulaires. La phase limpide du surnageant
contenant ’ADN plasmidique est prélevée et déposée dans un second tube de
polyallomere afin d’effectuer une centrifugation sur coussin de CICs. Pour ce
faire, 3 mL d’une solution de CICs saturée dans du TE sont déposés au fond d’un
tube contenant le surnageant d’ADN plasmidique a I’aide d’une longue pipette

pasteur siliconisée. Le tout est centrifugé a I’aide d’un rotor SW 28 a 21 000 rpm
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toute la nuit & 20 °C. Le lendemain, la phase inférieure du tube (7.6 mL),
contenant I’ADN plasmidique est prélevée et mélangée avec 4.5 g de CICs et 400
pL de BrEt a 4 mg/mL afin de purifier I’ADN plasmidique superenroulé sur un
gradient de CICs. Aprés une centrifugation a 50 000 rpm pendant 24 h a 15 °C
dans un rotor de type T8-75, la bande contenant I’ADN superenroulé est prélevée
a ’aide d’une aiguille 20 G 2. L’ADN purifié est extrait deux ou trois fois avec
quatre volumes d’EtOH 70 % et de NaCl (0.15 M final). L’ADN est resuspendu
et précipité a nouveau avec du NaCl (0.15 M final) et deux volumes d’EtOH 95 %
puis lavé a I’EtOH 70 % avant d’étre resuspendu dans du TE. Un rendement

variant de 0.5 2 3 mg d’ADN est généralement obtenu.
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e 2.2 RECOMBINAISON HOMOLOGUE DANS LES BAC

FIGURE 2.1 :

Recombinaison homologue dans les BAC

A. Twa-Step BAC Modification with PLD53 SC-AB Vector
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2.2.1 Préparation des cellules compétentes pour I’électroporation

Le BAC (chromosomes artificiels de bactéries) contenant les génes de
Pkdl et Tsc2 est amplifié dans 200 mL de milieu LB a partir d’une pré-culture de
16 h (1/1 000) jusqu’a une densité optique entre 0.5 et 0.8 & 600 nm de longueur
d’ondes. La culture est refroidie sur glace et les cellules sont culottées en
centrifugeant a 3 000 rpm pendant 10 min & 4 °C. Les cellules sont ensuite
resuspendues dans 10 mL de glycérol 10 % et centrifugées & nouveau. Cette

derniére étape est répétée une deuxiéme fois et les cellules sont finalement
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resuspendues dans un volume final de 1 mL de glycérol 10 % et conservées a

-80°C dans des aliquots de 40 uL.

2.2.2 Premier événement de recombinaison : production de co-intégrats

Afin d’effectuer une recombinaison homologue dans les BAC, le vecteur
navette pld53 a été utilisé. Ce vecteur de 9.4 kb contient le géne de recombinaison
RecA et un géne de résistance a 1’ampicilline. Le pld53 est transformé par
électroporation dans des cellules de BAC électrocompétentes E.coli DH10B (10'°
cellules/mL). Suite a 1’électroporation, les cellules transformées sont incubées a
37 °C toute la nuit dans 5 mL de milieu LB chloramphénicol (12.5 pg/mL) et
ampicilline (30 pg/mL). Le lendemain, la culture est diluée mille fois dans 5 mL
de milieu LB chloramphénicol (12.5 pg/mL) et ampicilline (50 pg/mL) et incubé
a 37 °C pendant 8 h. Le troisiéme jour, cette culture est diluée d’un facteur cinq
mille dans le méme milieu qu’au deuxiéme jour et incubée encore une fois a 37 °C
pendant 8 h. Par la suite, une série de dilutions est effectuée et ces différentes
dilutions sont étalées sur pétris LB avec une sélection chloramphénicol (12.5
pg/mL) et ampicilline (100 pg/mL) et incubées a 37 °C toute la nuit. Les colonies
sont repiquées afin que des mini préparations d’ADN de BAC soit effectuées et

les co-intégrats sont identifiés par buvardage Southern.



."‘ = ‘-‘\\

60

2.2.3 Deuxi¢me événement de recombinaison : production de BAC
recombinants

Deux a trois colonies de co-intégrats sont inoculées dans 5 mL de milieu
LB chloramphénicol (12.5 pg/mL) et sucrose 6 % et incubées a 37 °C pendant 8
h. La culture est ensuite diluée cinq mille fois et étalée sur pétris LB
chloramphénicol (12.5 pg/mL) et sucrose 6 % et incubée a 37 °C toute la nuit. Le
lendemain, les colonies sont repiquées et striées sur deux pétris différents. Un des
pétris est incubé immédiatement a 37 °C toute la nuit tandis que 1’autre pétri doit
étre exposé a la lampe UV pendant 30 s avant d’étre incubé a 37 °C. Les colonies
sensibles aux UV sont repiquées afin d’effectuer des mini préparations d’ADN de

BAC et identifier les BAC recombinants par buvardage Southern.

2.2.4 Mini préparation d’ADN de BAC (lyse alcaline)

Pour isoler PADN de BAC la technique de lyse alcaline utilisée est
similaire a celle utilisée pour isoler I’ADN plasmidique. Contrairement a la
technique décrite précédemment, il n’y a aucun temps d’incubation entre 1’ajout

des différentes solutions I, II et III et les ADN sont séchés a I’air libre.

2.2.5 Maxi préparation d’ADN de BAC (colonnes Quiagen)

Pour les grandes préparations d’ADN de BAC, les colonnes Quiagen
(midi ADN plasmidique) (Quiagen, Valencia, CA) sont utilisées en suivant un
protocole adapté aux BAC. Tout comme pour la grande préparation d’ADN

plasmidique, une colonie isolée de BAC est amplifiée et culottée par
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centrifugation & 3 000 rpm pendant 10 min a 4 °C. Le culot bactérien est
resuspendu dans 40 mL de solution P1 (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM EDTA
pH 8.0, RNase A 0.1 mg/mL) et la lyse bactérienne est effectuée en ajoutant 40
mL de solution P2 (0.2 N NaOH, SDS 1 %). Le tout est inversé lentement puis
incubé sur glace au maximum 5 min. La lyse est ensuite neutralisée en ajoutant 40
mL de solution P3 (3 M KOAc pH 5.5) et les protéines et autres débris cellulaires
sont culottés en centrifugeant a4 7 000 rpm pendant 15 min a 4 °C. Le surnageant
est transféré dans un bécher a I’aide d’une pipette 10 mL et filtré. Ce dernier est
ensuite déposé sur une colonne préalablement équilibrée avec 30 mL de solution
QBT (0.75 M NaCl, 50 mM MOPS, isopropanol 15 %, triton X-100 10 %). Il est
a noter qu’a cette étape-ci, il est important de ne pas forcer la colonne et de laisser
passer le surnageant par gravité seulement. Par la suite, la colonne est lavée avec
50 mL de la solution QC (1 M NaCl, 50 mM MOPS, isopropanol 15 %) et ’ADN
est élué avec 15 mL de la solution QF (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-Base,
isopropanol 15 %) chauffée préalablement a 55 °C. Finalement, PADN est
précipité avec 10 mL d’isopropanol a —20 °C pour toute la nuit et le lendemain,
I’ADN est culotté en centrifugeant pendant 30 min &4 9 000 rpm a 4 °C a l’aide
d’un rotor SA 600. Le culot est séché a I’air libre et resuspendu dans 100 pL de
TE. Un rendement d’environ 50 pg d’ADN est généralement obtenu pour chaque

préparation.
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2.3 OBTENTION DES LIGNEES DE SOURIS TRANSGENIQUES
2.3.1 Préparation des fragments 2 microinjecter

Les fragments d’ADN utilisés pour la microinjection doivent étre exempts
de toutes impuretés. Dans le cas de ’ADN plasmidique, une méthode de
purification sur gradient de CICs suivi d’une dialyse est utilisée. L’ADN
provenant d’une maxi préparation (25 ng) est digéré afin d’étre excisé du vecteur
plasmidique. Le tout est purifié sur agarose et précipité pour étre resuspendu dans
2.4 mL de TE. Par la suite, 3.2 g de CICs ultrapure (Invitrogen) sont ajoutés et
mélangés doucement en inversant jusqu’a dissolution compléte. Le tout est
centrifugé avec un rotor de type SW 60 a 40 000 rpm pendant 48 h a 22 °C. Par
la suite, des fractions de 200 pL sont récoltées et 3 pL de chaque fraction sont mis
sur gel d’agarose 1%. Les fractions contenant I’ADN (généralement deux) sont
mises ensembles et dialys€es. Pour ce faire, les fractions a dialyser sont placées
dans une membrane a dialyse Spectra/Por et dialysées contre un volume de
tampon dix milles fois plus grand (400 pL pour 4 L de tampon) & 4 °C en
changeant le tampon (10 mM NaCl, 5 mM Tris pH 7.4, 0.2 mM EDTA) deux fois
par jour. Par la suite, ’ADN dialysé est quantifié sur gel d’agarose et dilué dans
un tampon d’injection (5-10 mM Tris pH 7.4, 0.1 mM EDTA) a une concentration
de 3 ng/uL. Une concentration plus élevée d’EDTA de méme que la présence de
MgCl, est toxique pour les oeufs (Brinster et al.,, 1985). Il est essentiel de
toujours utiliser du matériel stérile et de rincer tout ce qui est utilisé avec de I’eau

filtrée.
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La préparation des fragments a microinjecter provenant d’ADN de BAC a
été effectuée selon la technique de digestion a la B-agarase. Dans un premier
temps, une grande préparation d’ADN de BAC (40-50 pg) est digérée et séparée
sur un gel d’électrophorése a champs pulsés (agarose 1.0 %) dans du TBE 0.5X
(44 mM Tris-Base, 44 mM acide borique, 1 mM EDTA). Suite & une migration de
20 h avec un switch-time de 5 s a 14 °C, le fragment d’ADN doit étre excisé du
gel. Etant donné que le fragment a microinjecter ne doit pas avoir été coloré au
BrEt, seuls les extrémités du gel sont colorées afin de positionner la hauteur du
fragment d’ADN a découper. Ce fragment d’ADN est ensuite transféré dans un
gel d’agarose mou 1.0 % LMP également préparé dans du TBE 0.5 X. La
migration de ce deuxiéme gel d’électrophorése a champs pulsés s’effectue selon
les mémes conditions que le premier. Par la suite, le fragment est excisé du gel,
découpé en blocs de 1.5 cm de largeur et chacun des blocs est équilibré dans 50
mL de tampon d’injection (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1 mM EDTA pH 7.5, 100
mM NaCl) a 4 °C pour la nuit. Le lendemain, les blocs sont déposés sur des filtres
Whatman grade 1 afin d’éliminer le surplus de tampon. Chacun des blocs est
ensuite placé dans un tube de 1.5 mL afin de faire fondre I’agarose LMP en
incubant 10 min & 65 °C. Par la suite, I’agarose liquifié est digéré avec de la [3-
agarase (New England Biolabs) (2 U/100 pL) en incubant 2 h a 42 °C. Si
nécessaire, on ajoute de la -agarase (1 U/100 uL) a nouveau et on incube a 42 °C
pendant 1 h. La digestion est suivie d’une incubation de 10 min sur glace afin de

s’assurer que 1’agarose est complétement digéré. L’ ADN est ensuite concentré sur

des filtres Millipores (Ultrafree-MC 100000 NMWL Filter unit) en centrifugeant
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a 3 500 rpm jusqu’a ce que le volume soit entre 40 et 60 pL. Les filtres sont
incubés a 4 °C pour la nuit et le lendemain I’ADN contenu sur chacun des filtres
est combiné dans un méme tube en utilisant des embouts coupés. Finalement, un
aliquot d’environ 10 pL est déposé sur un gel d’électrophorése & champs pulsés
(agarose 1.0 %) afin de vérifier I’intégrité de ’ADN et ce demier est ensuite
dilué & une concentration de 1 ng/pL. Il est important de noter que tous les
tampons utilisés pour la préparation et la migration du gel d’électrophorése a
champs pulsés doivent étre préalablement autoclavés et [’appareil a

électrophorese doit étre nettoyé avec du tampon stérile.

2.3.2 Microinjection

La production de souris transgéniques implique trois étapes principales :
I’obtention d’oeufs fertilisés au stade d’une cellule, la microinjection d’ADN dans
un des deux pro-noyaux et la réimplantation de ces ceufs dans I’oviducte d’une
femelle pseudo-gestante (Hogan et al., 1986). Le fond génétique des souris
utilisées pour obtenir les oeufs dérivent d’un croisement de souris C57Bl/6J et
CBA/J. Dans un premier temps, les oeufs F2 utilisés pour la microinjection sont
obtenus a partir de femelles F1 dgées de trois a cinq semaines et superovulées.
Pour ce faire, 5 U d’hormone GSJG (Novormon 5000, Belleville, ON) sont
injectées de maniere intrapéritonéale 72 h avant la microinjection pour la
maturation des follicules. Environ 46 h plus tard, 5 U de HCG (Sigma) sont
injectées intrapéritonéalement afin de rompre les follicules matures. Les femelles

superovulées et fécondées par des males F1 sont ensuite sacrifiées par dislocation
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cervicale et les oviductes sont déposés dans un pétris contenant du milieu M2
(Specialty Media, Phillipsburg, NJ). Les ceufs sont récupérés des oviductes dans
un second pétris contenant 2.5 mL de M2 et 70 puL d’ hyaluronidase 10 mg/mL
(Sigma, type IV-S) afin de se débarrasser des cellules cumulus oophorus qui
entourent les ceufs. Ensuite, les ceufs sont subséquemment transférés dans un
troisi¢éme pétris de M2 puis dans un pétris de M16 (Specialty Media) qui est un
milieu plus physiologique pour maintenir les ceufs en bon état. Les ceufs sont
placés dans un incubateur a 37 °C sous 5 % de CO; puis, microinjectés un a un
avec de I’ADN linéaire évaluée a 3 ng/ul pour les plasmides et a 1 ng/uL pour
les BAC. Finalement, les ceufs microinjectés sont transférés (au stade d’une
cellule) dans I’oviducte d’une femelle pseudo-gestante anesthésiée avec 0.015-
0.017 mL d’avertine 2.5 %/g (poids de la souris). Aprés 19-21 jours de gestation,
les souriceaux naissent et sont analysés a trois semaines pour déterminer si le
transgene est présent. Ceux ayant incorporé le géne microinjecté sont appelés

souris transgéniques fondatrices.

2.3.3 Etablissement des lignées transgéniques

Les souris transgéniques fondatrices sont accouplées avec des souris F1 de
méme souche (C57Bl/6] X CBA/J). La progéniture issue de chaque souris
fondatrice est appelée lignée transgénique et toutes les souris d’une méme lignée
ont le méme nombre de copies du transgéne intégré au méme locus
chromosomique. L’intégration d’un transgéne s’effectue souvent en tandem selon

une orientation téte-a-téte, queue & queue ou téte-a-queue. Il arrive parfois que le
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transgeéne s’intégre a deux endroits différents dans le génome de la souris. Dans ce
cas-ci deux lignées de souris transgéniques sont obtenues avec une seule souris

fondatrice.

2.4 ETUDE DE LA STRUCTURE DU TRANSGENE
2.4.1 Extraction d’ADN

L’ADN génomique est extrait selon la technique de Hogan (Hogan et al.,
1986) a partir de 0.5-1.0 cm de queue digérée toute la nuit a 55 °C sur une plate-
forme agitatrice dans un tampon (10 mM Tris pH 8.0, 100 mM EDTA, 100 mM
NaCl, SDS 10 %) en présence de 15 pL de pronase (20 mg/ml) (Roche, Laval,
Qc). Une premicre extraction protéique avec 600 pL de phénol équilibré avec du
tampon 1 M Tris pH 8.0 est effectuée en agitant vigoureusement les tubes 3 min
puis, en les centrifugeant 3 min & 13 500 rpm. La phase phénolée contient les
protéines alors que le surnageant contient ’ADN génomique. Une deuxi¢me
extraction au phénol/chloroforme/alcool isoamyl (24 :24 :1) est effectuée de fagon
similaire. L’ADN génomique, contenu dans la phase aqueuse prélevée, est
précipité en ajoutant 60 uL. de NaOAc (3 M pH 6.0) et 600 pL I’EtOH 95 %. Le
tout est mélangé par inversion puis centrifugé 3 min. Finalement, le culot d’ADN
génomique est lavé avec 100 uL d’EtOH 70 %, séché sous vide et resuspendu
dans 100 pL de TE. Un rendement d’environ 1 pg/uL d’ADN génomique est

obtenu.
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2.4.2 Transfert Southern

Les échantillons d’ADN génomique (~10 pg) sont digérés a 37 °C toute la
nuit dans un volume final de 30 uL en présence de tampon 1X correspondant a
I’enzyme de restriction utilisé, de BSA (0.1 mg/mL), de spermidine (0.003 M), de
RNase A (0.017 M) et d’enzyme (25 U). Les échantillons digérés sont soumis a
une électrophorese sur gel d’agarose 1.0 %. Les contrdles positifs correspondent a
1 et 10 copies du transgeéne. Le gel est ensuite traité dans une solution dénaturante
(1.0 M NaCl, 0.5 M NaOH) 30 min et dans une solution neutralisante (3.0 M
NaCl, 0.5 M Tris pH 7.4) 1 h. L’ADN est transféré sur des membranes Hybond-
N (Amersham) avec du SSC 10X (3.0 M NaCl, 0.15 M sodium citrate pH 7.0)
selon la technique de buvardage Southern (Southern, 1975). L’ADN est ensuite
fixé a la membrane par exposition aux UV a ’aide d’un appareil UV Stratalinker,
2 400. Les membranes sont préhybridées a 65 °C dans une solution de SSC 5X,
de Denhart 10X (1 g de ficoll, type 400, Pharmacia; 1 g de polyvinylpyrrolidone;
1 g de BSA, fraction V dans 50 mL d’eau), de SDS 0.1 % et d’ADN de sperme
de saumon (0.1 mg/mL) pour au moins 4 h. L hybridation est effectuée dans les
mémes conditions pendant 16 h avec des sondes spécifiques au transgéne. Ces
sondes sont marqués au 32p par Nick translation (Ausubel et al., 1987) ou par
amorces aléatoires pour les fragments d’ADN de moins de cinq cent paires de
bases. Dans le cas de la technique d’amorces aléatoires, I’ADN (100 ng) et les
amorces aléatoires pd(N)s (600 ng) sont incubés a 100 °C pendant 3 min et
déposés sur glace 5 min. Par la suite, du tampon Nick mix 1X (50 mM Tris-HCI

pH 7.5, 5 mM MgCl,, 10 mM p-mercaptoéthanol), des dATGTP (0.6 mM), du a-
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32p_4CTP (92.5 kBq) et de la Klenow (4 U) sont ajoutés et le tout est incubé a 37
°C pendant 30 min. Finalement, ’enzyme est inactivé en chauffant a 65 °C
pendant 5 min. Les sondes doivent avoir un taux d’incorporation de radioactivité
de 30-60 %. Ce dernier est déterminé par le ratio d’incorporation spécifique sur
’incorporation totale. Pour ce faire, une petite quantité de sonde est mélangée a
100 pL de TE et déposée sur deux filtres Whatman grade 1. Le premier filtre est
lavé deux fois dans une solution de phosphate (0.25 M NaH,PO,4, 0.25 M
Na;HPOy) tandis que le second est placé directement dans un tube a compteur a
scintillation. Suite a I’hybridation, les membranes sont lavées dans la solution I
(SSC 2X, SDS 0.1%) 30 min a 65 °C, dans la solution IT (SSC 1X, SDS 0.1 %) 30
min a 65 °C et dans la solution III (SSC 0.1X, SDS 0.1 %) 1 h a 65 °C. Les
membranes sont ensuite exposées avec des films X-Omat blue XB-1 (Eastman

Kodak, Rochester, NY ) pendant au moins 24 h 4 =80 °C.

Exemple de calcul des copies d’ADN linéraire:

Construction SBPkdIf: 15.8 kb

10 pg ADN génomique/puits —»  6X10° kb d’ADN génomique diploide
1 copie = ? pg ADN linéaire  —®  15.8 kb d’ADN linéaire (construction)

1 copie =26.3 pg
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2.4.3 PCR

Le génotypage de certaines souris ainsi que la détection de
polymorphismes ont été effectués par PCR selon la technique décrite
précédemment. Les tableaux II-III et II-IV décrivent les différentes amorces et

conditions de PCR utilisées.

TABLEAU II-III :

Séquences des amorces utilisées pour le génotypage et la détection de

polymorphismes.
Taille
Alleles Amorces Séquence 5°-3’ Position
(pb)
Neo 97-11 gggaggaggagetgg Pkdl exon 1 800
98-5 gatctcctgtcatctcaccttget neo
Sauvage 97-11 gggaggaggagctgg Pkdl exon 1 419
03-02 ctagegtctggatccagegge  Pkdl exon 1
Transgénique 03-46  catttgcttctgacacaactgtgttc  Pr B-globine 253
03-02 ctagcgtctggatccagegge  Pkdl exon 1
. 02-47 ctgcacccatgtcaggtgta Pr Pkdl
Pol h 199
oymorphsme 02-48 gttctaggccagccaactc Pr Pkdl
LEGENDE :

Le tableau présente les différentes amorces utilisées pour différencier les alléles néo, sauvages et

transgéniques.
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TABLEAUII-1IV :

Description des tampons et cycles de PCR utilisés (génotypage et

polymorphismes).
Amorces Tampon 10X Cycle

97-11

98-5 100 mM Tris-HC1 pH 8.8, 500 mM KCI, 94 °C 505,63 °C 505,

03-02 10 mM MgCl,, 5% DMSO 72 °C 50s

03-46

02-47 100 mM Tris-HCl pH 8.8, 500 mM KC1, 94 °C 305,54 °C 30s,

02-48 10 mM MgCl, 72 °C 50s
LEGENDE :

Le tableau présente les conditions de PCR utilisées.

2.5 VERIFICATION DE L’EXPRESSION DU TRANSGENE
2.5.1 Extraction de ’ARN

L’ARN total est extrait des organes en utilisant la méthode d’extraction au
thiocyanate de guanidium (Chirgwin et al., 1979). Les cellules sont lysées au
polytron dans 3 mL d’une solution de GuSCN 4 M dans de ’eau DEPC
(diéthylpolycarbonate) contenant du sarcosyl 0.5 %, du citrate de sodium (25 mM
pH 7.5) et du B-mercaptoéthanol (0.1 M). Ensuite, le lysat (2.5 mL) est déposé sur
un coussin de 1.4 mL de CICs (5.7 M) contenant du NaOAc (25 mM pH 5.0), de
IPEDTA (10 mm) et du DEPC 0.2 %. La centrifugation de I’ARN sur un coussin

de CICs est effectuée dans un rotor SW 60 a 36 000 rpm pendant 16 h a 20 °C.

Le culot d’ARN est resuspendu quatre a cinq fois dans 100 pL de GuHCl1 (7.5 M
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pH 7.0). Cette solution de GuHCI contient également du citrate de sodium (25
mM pH 7.0) et du DTT (5 mM). L’ARN contenu dans ces 100 pL est transféré
dans un tube stérile et 100 uL. de GuHCI 7.5 M sont ajoutés sur le culot pour une
deuxiéme resuspension. Les 200 pL. d’ARN resuspendus sont précipités avec 5
pL d’acide acétique (1 M) DEPC et 102 pL d’EtOH 95 % froid pendant 1 h a —
20 °C. L’ARN précipité est centrifugé a 13 000 rpm pendant 45 min a 4 °C et
lavé avec 100 pL d’EtOH 95 % froid. Le culot d’ARN séché est resuspendu avec
50 pL d’eau DEPC, centrifugé et le surnageant contenant I’ARN est récolté. La
resuspension du culot d’ARN est poursuivie avec 25 pl d’eau DEPC jusqu’a
resuspension compléte ou au maximum quatre fois. L’ARN obtenu est précipité
avec du NaOAc (0.1 M final pH 5.0) et deux volumes d’EtOH 95 % froid a 20
°C toute la nuit. L’ ARN est centrifugé, lavé et resuspendu dans 25-100 pL d’eau
DEPC selon la taille du culot. La quantification de I’ARN est faite par densité
optique dans du triéthanolamine (0.01 M) et I’intégrité de ’ARN (~0.5 pg) est
vérifiée sur gel d’agarose 1.5 %/formaldéhyde (2.2 M) par P’identification des

ARN ribosomiques 28S et 18S.

2.5.2 RT-PCR

Avant la synthése de ’ADNc un traitement a la DNasel est d’abord
effectuée sur les ARN afin d’éviter les contaminations d’ ADN. Pour ce faire, 3 pug
d’ARN sont combinés a 0.1 U de DNasel (sans RNase) et 15 U de RNasin dans
un tampon de DNasel 1X (40 mM Tris pH 7.4, 6 mM MgCl,). La réaction est

incubée pendant 1 h a 37 °C et ’arrét de la réaction se fait par une extraction
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phénol/chloroforme/alcool isoamyl (24 : 24 :1). L’ARN est ensuite précipité avec
du NaOAc (0.25 M final pH 5) et 2 volumes d’EtOH 95 % froid.

Pour effectuer la synthése de I’ADNc, ’ARN est combiné & 500 ng
d’amorces aléatoires pd(N)s (Amersham) et le tout est chauffé a 65 °C pendant 5
min. Ensuite, la réaction de transcription inverse est effectuée en ajoutant 2 mM
dNTP, 10 mM DTT, 1 U/pL RNasin (Amersham) et 10U/uL de transcriptase
inverse M-MLV (Invitrogen) dans un tampon de RT-PCR 1X (50 mM Tris-HCl
pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl,). La réaction est incubée a 37 °C pendant 1 h
et ’enzyme est inactivé en chauffant a 65 °C pendant 10 min. La figure 2.2 et les
tableaux II-V et II-VI décrivent la séquence des amorces utilisées ainsi que la
description des tampons et des cycles de PCR. Les échantillons de PCR ont été
déposés sur gel d’acrylamide 8 %. Le gel a ensuite été coloré au BrEt et les

échantillons ont été quantifiés avec le logiciel Image Quant 5.0.
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FIGURE 2.2:

Position relative des amorces sens et antisens sur les différents génes.
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TABLEAUII-V :

Séquences des amorces et taille des amplifications pour les analyses

d’expression (RT-PCR).

ADNc ADN

Transcrit  Amorces Séquence 5°-3’
(pb) (pb)
SBP 03-28 aatgcctgagcttcacactgg 264 1113
96-5 tggacagcaagaaagcgage
SBPkdltac 02-35 cctetgeatcgattggeacag 370/385 2000
02-38 gttttgeetggatcegetgttg

03-46 catttgcttctgacacaactgtgttc
03-45 ccagegtctgaagtaggttgtgeg

S16 95-15 aggagcgatttgctggtgtgga 104 194
95-16 getaccaggectitgagatgga

SBPkdltac 300 13 971

LEGENDE:
Séquences des amorces sens et antisens qui ont été utilisées pour I’analyse de I’expression des

transgénes SBP et SBPkd /g de méme que pour le contrdle interne S/6.

TABLEAUII-VI :
Description des tampons et des cycles de PCR utilisés (RT-PCR).

Amorces Tampon 10X Cycle

03-28 100 mM Tris-HCl pH 8.5, 500
94°C305,62°C30s,72°C 1 min
96-5 mM KCl, 15 mM MgCl,

02-35 100 mM Tris-HCI pH 8.3, 500
95 °C 1 min, 50 °C 1 min, 72 °C 2 min

02-38 mM KCl, 7.5 mM MgCl,
03-45 100 mM Tris-HCI pH 8.5, 500 95°C30s,55°C305s,72°C50s
03-46 mM KCI, 7.5 mM MgCl, (X 26)
95-15 100 mM Tris-HCI pH 8.5, 500 95°C305,55°C30s,72°C50s
95-16 mM KCl, 7.5 mM MgCl, (X 26)

LEGENDE :

Le tableau présente les différentes conditions de PCR utilisées.
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2.5.3 Protection a la RNase

L’ARN total extrait des reins des souris transgéniques est hybridé avec
une sonde ARN radioactive afin de former un ARN double-brin qui sera révélé
sur un gel dénaturant. Tout d’abord, la matrice d’ADN linéarisée (1 pg/ul) est
transcrite en sonde ARN, selon la méthode de Melton (Melton et al., 1984). La
transcription se fait en présence d’un tampon de transcription 1X (50 mM Tris pH
8.0, 6 mM MgCl,, 10 mM spermidine, 0.02 M DTT), de RNasin (32.6 U), de
XTP (A,G,C) (0.5 mM chacun), d’UTP (25 pM), d’o->*P-UTP (1.85 MBq) et de
T7 RNA polymérase (120 U). Cette réaction de polymérisation est incubée a 37
°C pendant 1 h et un taux d’incorporation de plus de 80 % doit étre obtenu. La
matrice d’ADN est ensuite digérée, afin d’éviter que cet ADN non-marqué
hybride avec I’ARN, en incubant ce mélange avec de la DNase I (10 pug/pL) et de
la RNasin (32.6 U) a 37 °C pendant 10 min. Aprés une extraction au phénol pour
enlever les protéines, la sonde d’ARN est purifiée sur une colonne de Séphadex
G-100 (Amersham) a 1’aide d’un tampon d’élution (10 mM Tris pH 7.0, 1 mM
EDTA, SDS 0.1 %). La fraction récoltée contenant la sonde est précipitée avec
un dixiéme de volume de NaOAc (3 M), de I’ARNt de levure (50 pg/mL) et deux
volumes d’EtOH 95 % froid. Chaque échantillon d’ARN (10-15 pg) est
préalablement séché sous vide et hybridé dans une solution de formamide 80 %,
tampon d’hybridation 1X (40 mM Pipes pH 6.8, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA) et 4
ng de sonde. La réaction d’hybridation est effectuée a 45 °C pendant 16 h. Apres
I’hybridation, I’ARN simple-brin est digéré a 37 °C pendant 1 h avec de la RNase

A (40 pg/mL) (Roche) et de 1a RNase T1 (2 pg/mL) (Sigma) dans 300 pL d’un



76

tampon de digestion (10 mM Tris pH 7.5, 5 mM EDTA, 0.3 M NaCl). Cette
réaction est arrétée en incubant 15 min a 37 °C avec 20 pL d’une solution de SDS
10 % et 50 pg de protéinase K (Roche). Aprés une extraction au
phénol/chloroforme/isoamyl suivie d’une précipitation de I’ARN double-brin, les
échantillons sont séchés puis, resuspendus dans une solution de formamide 80 %
et de colorant (bleu de bromophénol 0.5 %, bleu de xyléne cyanol 0.5 %, TBE
2.5X). Les échantillons préalablement chauffés a 90 °C pendant 1 min sont
soumis a une électrophorese sur un gel d’acrylamide 6 %, d’urée 7 M et de TBE
1X. Apres une polymérisation d’au moins une heure a la température de la piéce,
une migration préliminaire a 1 600 V dans du TBE 1X est effectuée afin de
réchauffer le gel. Suite a 1’électrophorése, le gel est couvert d’une pellicule
transparente puis exposé sur un film X-Omat blue XB-1 a -80 °C pendant au
moins 16 h.

Pour la préparation du marqueur de poids moléculaire marqué au **P, 500
ng de pBR322 digéré Mspl sont incubés 15 min & température piece en présence
de tampon Nick translation 1X, d’a**P dCTP (111 kBq) et de la Klenow (5 U). La
réaction est ensuite arrétée en précipitant avec quatre volumes d’EtOH 95 %, de
NH4OACc (3.75 M final) et d’ARNt de levure (20 pg) a —80 °C pendant 30 min. Le
culot est ensuite resuspendu dans un tampon 80 % formamide et colorant (décrit

précédemment).
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2.6 PATHOLOGIE
2.6.1 Analyse des protéines urinaires par SDS-PAGE

L’essai de Bradford est utilisé afin de quantifier les protéines urinaires.
Pour ce faire, 1 mL du réactif de Bradford (dilué 1 : 4 dans H,0) est ajouté aux
échantillons d’urines (10 pL dilués dans 250 pL d’H,0) et le tout est mélangé par
inversion. Les échantillons sont ensuite incubés 1 h a température piéce et la
densité optique de chaque échantillon est mesurée a 595 nm.

Les protéines urinaires (50 pg) sont précipitées a 1’aide du TCA 10 %
(acide trichloroacétique) et resuspendues dans 40 pL de tampon d’échantillon 1X
(800 mM M Tris-SDS pH 6.8, 10 % glycérol, 0.5 % SDS, 5 % 2-mercaptoéthanol,
0.001 % bleu de bromophénol). Afin de solubiliser le culot protéique, les
échantillons sont bouillis pendant 5 min avant d’étre déposés sur un gel de SDS-
PAGE. Le gel de séparation contient 8% de polyacrylamide, du Tris (0.38 M pH
8,8) et du SDS (3.5 mM) et le gel de concentration est fait de polyacrylamide 4 %,
de Tris (25 mM pH 6.8) et de SDS (0.7 mM). La migration des échantillons se fait
a 50 V pendant 16 h dans un tampon d’électrophorése 0.5X (12.5 mM Tris, 100
mM glycine, 1.7 mM SDS). Suite & la migration, le gel est coloré au bleu de
coomassie 1 h et décoloré plusieurs heures dans une solution de décoloration

(acide acétique S %, MeOH 25 %).
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2.7.2 Prélévement des organes

Les organes tels que les reins, la rate, le cceur, les poumons, le foie, le
cerveau et les os sont prélevés chez des souris transgéniques de méme que chez
des souris contrdles du méme age afin d’effectuer une analyse morphologique au

niveau tissulaire et cellulaire.

2.7.3 Fixation des organes prélevés

Les organes prélevés sont fixés 16 h dans une solution de formaline
(formaldéhyde 10 % dans du PBS 1X (v/v)) ou paraformaldéhyde 4 %
(paraformaldéhyde 4 % dans du PBS 1X (v/v)) avant d’étre inclus en paraffine et

utilisés pour faire des coupes histologiques.



Chapitre 3

RESULTATS

3.1 SOURIS TRANSGENIQUES SBP

Notre objectif est de vérifier que la surexpression du gene de Pkd/ murin
(Pkd1) peut étre un mécanisme pathogénétique et causer la kystogénése rénale in
vivo. Pour ce faire, nous avons généré des souris surexprimant Pkd] a l'aide de
I'ADN complémentaire de ce géne (ADNc). Afin de cibler l'expression du
transgene spécifiquement aux reins, les éléments régulateurs rénaux spécifiques
SB soit ’enhancer SV40 et le promoteur du géne de B-globine humain ont été
insérés en amont du géne (Trudel et al., 1991). De plus, la partie 3' du gene de B-
globine humain comprenant un intron et le signal de polyadénylation a été ajoutée
en aval afin de conférer un épissage appropri¢ et une plus grande stabilité au

transcrit.

3.1.1 Production du plasmide SBPkd1[

Nous avons obtenu du Dr Frischauf (Harvard Medical School) un
plasmide contenant I'ADNc de Pkd] et ce dernier a été utilisé comme matériel de
départ afin de produire le plasmide final SBPkd!f. Les jonctions de ce plasmide
ont été séquencées et nous avons déterminé que 'ADNc du géne de Pkd! utilisée
commence 17 pb avant le codon d'initiation de la traduction et se termine 128 pb

aprés le codon de terminaison pour un total de 13.3 kb.



—,
\

80

Suite au séquencage, deux étapes de clonage ont été nécessaires pour
insérer les éléments régulateurs rénaux spécifiques SB et le 3’ du géne de -
globine. Pour la premiere étape de clonage, nous avons inséré en aval de Pkd! la
partie 3' du géne de B-globine humain comprenant une partie de I'exon 2, l'intron
2, I'exon 3 et le 3'UTR. Pour ce faire, un fragment de 1.6 kb digéré BamHI-Mscl a
été inséré dans le site Sphl suite & une réaction de polymérase afin de rendre
toutes les extrémités franches. Par la suite, les éléments régulateurs SB ont été
insérés en amont de 'ADNc de Pkd! et pour ce faire, un fragment de 0.9 kb
digéré Xbal-EcoRV a ét¢ inséré dans le site Xbal. Pour cette deuxiéme étape de
clonage, la polymérase a également été utilisée afin que toutes les extrémités
produites par les digestions enzymatiques soient compatibles. Suite a ces deux
étapes de clonage le plasmide obtenu a été surnommé SBPkdifet toutes ces
jonctions ont été séquencées afin de vérifier I’intégrité du transgéne. Finalement,
le transgéne de 15.8 kb a été excisé du vecteur procaryote par une digestion Notl
et a ensuite été microinjecté dans des ceufs fertilisés (C57B1/6J X CBA/J) F2 afin

de générer des souris transgéniques SBP.

3.1.2 Détection et intégrité du transgéne SBP

La microinjection du fragment SBPkd! 8 nous a permis d'obtenir six souris
fondatrices SBP. La présence et l'intégrité du transgéne dans le génome de la

souris ont été déterminées par une analyse de type Southern (figures 3.1 et 3.2).
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Pour la détection du transgéne, une sonde interne couvrant les exons 7 a
15 de Pkdl a été utilisée. L'utilisation de cette sonde combinée a la digestion
EcoRI de ’ADN génomique produit un doublet de 6.3 et 7.6 kb dans le cas du
transgene (ADNc) tandis que dans le cas de l'endogéne (ADN génomique) une
bande a 9.4 kb est observée. Cette analyse nous a également permis d'évaluer le
nombre de copies du transgéne qui ont été intégrées dans le génome de chacune
des souris fondatrices en comparant le transgéne aux copies préalablement
calculées. Les caractéristiques moléculaires de chacune des lignées de souris SBP

sont présentées dans le tableau III-1.

TABLEAU III-I :

Caractéristiques moléculaires des souris SBP.

Ligslgierissde # Copies Intégrité Expression
42 2 V Non-détectable
45 5 v Oui
46 2 ) Non-détectable
63A 10 v Oui
63B 5 v Oui
65 40 ) Oui
68A 10 v Oui
68B 40 v Non-détectable
LEGENDE :

Huit lignées de souris SBP ont été générées a partir de six souris fondatrices. Le nombre de copies,

I’intégrité et I’expression du transgéne ont été déterminés pour chacune des lignées de souris SBP,
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FIGURE: 3.1

Détection génomique du transgéne SBP.

Sonde Pkd1
> RI RI RI
|
77 ; Gy .
< >«
6.3 kb 7.6 kb
Sonde Pkd1 (exons 7-15)

Souris analysées

M 1C 10C 43 44 45 46 47

23.1

o

9.4 .- g Bandes attendues:

s W EcoRlI :

44 ol .
Transgeéne:
6.3et7.6kb

23

2.0 Endogéne :

9.4 kb

LEGENDE :
La présence du transgéne a été determinée par Southern suite a une digestion EcoRI. Une sonde

interne couvrant les exons 7 a 15 de Pkdl a été utilisée.
M- marqueur A HindlII; 1C et 10C- une copie et dix copies du transgéne; S- enhancer SV 40; B Pr-
promoteur du géne de B-globine; B- exons 2-3 et 3’UTR du géne de B-globine; RI- EcoR1.
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Le transgene étant relativement grand (15.8 kb), nous avons également
employé des sondes spécifiques au transgéne aux extrémités 5' et 3' afin de
vérifier ’intégrité des jonctions. Pour l'extrémité 5', nous avons utilisé une sonde
de 0.9 kb couvrant les éléments régulateurs SB (figure 3.2) alors que pour
I'extrémité 3', une sonde couvrant les exons 2 a 3 et le 3' UTR du géne de -
globine a été employée (figure 3.2). Selon I’orientation dans laquelle le transgéne
s’est intégré dans le génome, les bandes attendues peuvent différer d’une lignée a
Pautre. En effet, le transgéne s’intégre généralement en tandem dans une
orientation téte a queue, mais il peut aussi s’intégrer en téte-a-téte, et/ou queue-a-
queue. Les bandes additionnelles observées avec les sondes en 5° et 3’ sur le
Southern représentent probablement les jonctions du transgéne avec le génome de
la souris. Les analyses de type Southern aux extrémités 5' et 3' du transgéne SBP
nous ont permis de conclure qu’une a plusieurs copies du transgéne sont intégres
pour toutes les lignées de souris SBP (tableau III-I).

Gréce a cette analyse, nous avons également observé que chez les souris
fondatrices 63 et 68 le transgéne s’est intégré a deux sites différents (A et B) dans
le génome de la souris. En effet, lorsque cela se produit, des jonctions différentes
sont observées a l'intérieur d’une méme lignée de souris transgéniques. Les
intégrations de type A et B ont été séparées pour chacune de ces lignées par des
croisements avec des souris C57Bl/6J X CBA/J et quatre lignées de souris SBP
ont €t€¢ générées avec ces deux souris fondatrices. Les analyses Southern avec les

souris 63 et 68 ne sont pas présentées.
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FIGURE: 3.2

Intégrité du transgéne SBP.

Sonde SB Sonde globine

< 76 kb > <-?Obp

Sonde SB: Analyse de I'extrémité 5'
Pstl HindlIt

M 1C 10C Ctr 42 45 46 Ctr 42 45 46

23.1 Bande attendues:
9.4 ;
6.6 ! = z= Transgéne:
{0 =
44 B Psti:
23 3 880 pb
2.0 o Téte a queue: 3.2kb
Hindlll: > 2.7 kb

Téte a téte: 5.4 kb
Téte a queue: 4.7 kb

Sonde Globine: Analyse de |'extrémité 3'

Hindlll EcoRI

M 1C 10C Ctr 42 45 46 Ctr 42 45 46
Bande attendues:

23.1 i wasaiie
9.4 ‘ - Transgéne:
66 W= -
“wo Hindlll: > 2 kb
2.3 Téte a queue: 4.7 kb
2.0 = Queue a queue: 4 kb
EcoRlI:
7.6 kb
Téte a queue: 870 bp
LLEGENDE :

Le transgéne peut étre inséré dans une orientation téte-a-téte, téte a queue et/ou queue-a-queue.

M- marqueur A HindIII; 1C et 10C- une copie et dix copies du transgéne; S- enhancer SV 40; B Pr-
promoteur du géne de B-globine; B- exons 2-3 et 3’UTR du géne de B-globine; P-Pstl; RI- EcoRI;
H-HindIII.
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3.1.3 Analyses d’expression du transgéne SBP

3.1.3.1 Essais de protection a la RNase

Afin d’analyser I’expression du transgéne chez les souris SBP, nous avons
effectué un essai de protection a la RNase. Pour ce faire, nous avons utilisé une
sonde antisens a I’extrémité 3’ du transgéne couvrant les exons 2 et 3 du gene de
B-globine humain. Cette sonde est spécifique au géne humain et protege un
fragment de 210 pb si le transgéne est exprimé. Afin de s’assurer que I’essai a
bien fonctionné, les souris transgéniques Y AC-B-globine humaine ont été utilisées
comme controle positif. Les résultats de cet essai ne sont pas présentés parce que

le transcrit n’était détectable pour aucune des lignées de souris transgéniques SBP.

3.1.3.2 Essais de RT-PCR

Etant donné que nous n’avons pas réussi a détecter le transcrit SBP avec la
protection a la RNase, nous avons effectué un essai de RT-PCR. Cette technique
est généralement plus sensible que la protection & la RNase et permet de détecter
des niveaux d’expression plus faibles. L’analyse a été effectuée dans la partie 3’
du transgéne en utilisant des oligos situés de part et d’autre de ’intron 2 du geéne
de B-globine. Le choix de ces oligos, nous permet d’amplifier un produit de PCR
spécifique a I’ARN et ainsi éviter les contaminations d’ADN. Dans ce cas-ci, un
produit de PCR de 264 pb est observé si le transgene est exprimé et en cas de
contamination avec de I’ADN un produit de 1.2 kb est amplifié. Le transcrit de

264 pb a été observé trés faiblement sur un gel d’acrylamide et nous avons dil
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utiliser une sonde couvrant le géne de B-globine pour mieux le détecter. Etant
donné les trés faibles niveaux d’expression détectés avec ’essai de RT-PCR nous
n’avons pas réussi a étre quantitatif et aucune comparaison avec le géne de Pkd!
endogéne n’a été effectuée. En plus des faibles niveaux d’expression obtenus, il
semble que I’expression ne soit pas spécifique aux reins. En effet, le transcrit SBP
a été observé dans la plupart des organes testés soit le rein, la rate, le cceur et les

poumons chez la majorité des lignées de souris SBP (figure 3.3 et tableau III-I).

FIGURE : 3.3

Analyse d’expression du transgéne SBP par RT-PCR.
=Sonde B:globine

A DNePka1

Y 7 ~
03-28 96-5
SBP 63B
SBP 65 )
M Poumon Foie  Rein Rate Coeur Poumon
400 g
300 -
- -“- <— 264bp
200 e

LEGENDE :
L’expression du transgéne SBP a été déterminée par RT-PCR en utilisant les oligos 03-28 (Pkd!

exon 46) et 96-5 (exon 3 B-globine). Le transcrit de 264 pb a été hybridé avec une sonde couvrant

le géne de B-globine. S- enhancer SV40
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3.1.4 Analyses phénotypiques des souris SBP

Des coupes histologiques ont été effectuées sur la plupart des organes des
souris SBP adultes. Au niveau du rein, les analyses ont d’abord été effectuées sur
dix-neuf souris agées de 2 a 4 mois ainsi que sept souris dgées de 8 a 10 mois et
ces derniéres ne présentaient aucune anomalie. Par la suite, des analyses ont été
faites sur neuf souris de plus de douze mois et un phénotype de kystogénése
rénale a été observé chez deux souris dgées de dix-huit mois. Chez toutes les
autres souris analysées, les reins semblaient normaux (résultats non-montrés).

Par ailleurs, un phénotype au niveau de la rate a été observé chez cing
souris SBP agées de plus de dix mois (figure 3.4 et tableau III-II). Au niveau
macroscopique, nous avons observé que la rate était foncée et que sa taille était
augmentée par rapport a une rate contrdle de méme fond génétique. En effet, dans
certains cas, le poids de la rate par rapport au poids total de la souris est
augmentée de plus de dix fois par rapport aux souris controles. Ces
splénomégalies ont été observées chez plusieurs souris des lignées SBP 45, 63A.
63B et 65 et dans plusieurs cas une tumeur solide a I’abdomen était également
présente. Nous n’avons pas documenté en détail I’origine et la taille de ces
tumeurs, mais dans la plupart des cas nous avons observé que le diamétre de la
tumeur était supérieur & 1 cm. Des coupes histologiques de la rate ont montré une
désorganisation des pulpes blanches et des pulpes rouges ainsi qu’une
augmentation importante des foyers hématopoiétiques tels que démontré par la

présence de mégacaryocytes (figure 3.4).
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TABLEAUIII-II :

Splénomégalies et tumeurs chez les souris SBP.

Souris (Qgi‘: ) R;ote (1;; (rjr:)trenuerns)
Contréle 10 0.2
SBP 45-6 14 1.3
SBP 45-31 11 2.7 N
SBP 63A-3 16 3.9 N
SBP 63B-2 10 2.9
SBP 63B-23 10 N.D. N
SBP 65 11 0.5 N
LEGENDE :

Chez la plupart des souris SBP 4gées de plus de dix mois et issues des lignées 45, 63 A et B et 65,
des splénomégalies et tumeurs a ’abdomen ont été observées. Contrdle- (C57B1/6J x CBA/J) F1;

N.D. — valeur non-disponible.
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FIGURE

Analyses histologiques de la rate chez les souris SBP.

SBP 45-6

SBP 63B-2

Contréle

LEGENDE

Coupes histologiques de rates chez des souris SBP 4gées de plus de 12 mois. Grossissement 20X. Contréle- (C57B16/J X CBA/J) Fi; fléche- mégacaryocytes

89
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3.2 SOURIS TRANSGENIQUES SBPKDItaG

Basé sur les résultats obtenus avec les souris transgéniques SBP, nous ne
pouvons pas conclure avec certitude si la surexpression de Pkd/ est un mécanisme
pathogénétique de la polykystose rénale. Dans le but de confirmer cette
hypothése, une deuxiéme approche expérimentale a été employée. Celle-ci
consiste a utiliser la séquence génomique de Pkd! au lieu de ’ADNc afin
d’obtenir un niveau d’expression plus élevé du transcrit. Ainsi, un second
transgéne visant a surexprimer le géne de Pkd! spécifiquement aux reins a été
généré et nous I’avons surnommé SBPkd!tac. Puisque Pkdl est un géne de plus
de 50 kb, nous avons utilis¢ un BAC PkdI-Tsc2 de 130 kb pour produire le
transgéne. Ce BAC provient d’une librairie 129sv (Research Genetics) et a été
criblé par PCR a I’aide de deux paires d’oligos couvrant les extrémités 5’ et 3° du
géne de Pkdl. Le clone isolé contient les génes de Pkd! et Tsc2 en entier ainsi
que les séquences régulatrices en 5’ et 3’ et son intégrité a été vérifiée par une
analyse Southern avec sept sondes couvrant la totalité du géne de Pkd/ (analyse
non-montrée). Deux événements de recombinaison homologues successifs ont été
effectués afin d’insérer les éléments régulateurs SB et une mutation silencieuse
(TAG) qui permet de différencier le transgéne du géne endogéne aux niveaux
ADN et ARN. Le transgéne a ensuite ¢té digéré et purifié sur gel de PFGE afin
d’éliminer le vecteur, le 5’UTR et la séquence promotrice du géne de Pkd! ainsi

que la partie 5’ du géne de Tsc2.
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3.2.1 Modification du BAC Pkd1-Tsc2 par recombinaison homologue

3.2.1.1 Insertion des éléments régulateurs rénaux spécifiques SB

Afin d’insérer les éléments régulateurs SB en amont du géne de Pkdl, une
cassette de recombinaison contenant les éléments régulateurs SB et deux bras
d’homologies situés de part et d’autre du site d’insertion a été clonée dans le
vecteur navette pld53. Pour faciliter le clonage de la cassette de recombinaison,
cette derniére a d’abord été clonée dans le vecteur pbluescript avant d’étre
transférée dans le pld53. Lors de la premiere étape de clonage, le 5’UTR, la
séquence promotrice et une partie de ’exon 1 de Pkd! ont été insérés en amont
des éléments régulateurs SB préalablement clonés dans le vecteur pbluescript.
Ainsi, un fragment de 8,7 kb, excisé par Sstll d’un plasmide contenant la
séquence promotrice et ’exon 1 de Pkdl, a été inséré dans le site Sstll juste en
amont de I’enhancer SV40 afin de former le premier bras d’homologie. Pour le
deuxiéme bras d’homologie, une région couvrant une partie de I’exon 1 et de
I’intron 1 et commengant avec le codon d’initiation de la traduction de Pkd/ a été
amplifiée par PCR. Le produit de PCR de 1.3 kb a été inséré dans un site HindIII
franc en aval des éléments régulateurs SB. Suite au clonage de la cassette de
recombinaison dans pbluescript, une digestion Kpnl bouts francs nous a permis de
la transférer dans le site Smal du pld53. Avec la digestion Kpnl, la taille de la
premiére région d’homologie a été réduite de 8.7 kb a 1 kb.

Le vecteur navette ainsi produit a été employé pour effectuer la premiére
recombinaison homologue dans les BAC et insérer les éléments régulateurs SB en

amont du géne Pkdl. Les BAC recombinants obtenus ont été analysés par
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Southern a 1’aide d’une sonde SB combinée a la digestion EcoRI. La sonde SB est
spécifique au BAC recombinant et dans le cas des clones positifs des bandes a 5.6

kb et 700 pb sont observées (figure 3.5).

3.2.1.2 Ajout d’une mutation silencieuse (TAG)

Un second vecteur navette a été¢ produit afin d’insérer un site EcoRI dans
I’exon 10 de Pkd! et ainsi différencier le transgéne Pkdl du géne endogene. Ce
site a pu étre inséré grace & une mutation ponctuelle ol une guanine a été
substituée par une adénine. Cette mutation ponctuelle a été effectuée par
mutagénése dirigée et n’affecte en rien la séquence protéique.

Comme pour le premier vecteur navette, la cassette de recombinaison a
d’abord été clonée dans le vecteur pbluescript avant d’étre transférée dans le
pld53. Dans ce cas-ci, la premiére région d’homologie couvre une partie des
exons 8 a 10 de Pkdl (1.2 kb) et la deuxiéme région inclut une partie des exons 10
a 11 de PkdI (850 pb). Ces deux régions d’homologies ont été amplifiées par PCR
et clonées ensemble dans les sites Clal et BamHI du vecteur pbluescript suite a la
double digestion Clal-EcoRI de la premiére région d’homologie et EcoRI-BamHI
de la seconde. La cassette de recombinaison a ensuite ét¢ transférée dans le site
Smal du p/d53 par une digestion Clal-BamHI bouts francs.

L’analyse Southern des BAC recombinants obtenus suite a la
recombinaison homologue est présentée a la figure 3.6. Une sonde couvrant les
exons 7 & 15 de Pkdl combinée a une digestion EcoRI nous permet d’observer

deux bandes de 2.5 et 6.9 kb avec le BAC recombinant grice a I’insertion du
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nouveau site EcoRI dans ’exon 10. Une seule bande a 9.4 kb est observée dans le

cas du BAC original.

3.2.1.3 Analyse compléte du BAC modifié et microinjection

Le BAC recombinant de 130 kb a été analysé en détail par Southern afin
de s’assurer qu’il n’a pas subit de modifications lors de la recombinaison
homologue. Les figures 3.7A et B présentent les analyses Southern effectuées
avec sept sondes (a-g) couvrant le géne de Pkd! en entier. Cette analyse confirme
I’intégrité des BAC recombinants.

Par la suite, le BAC recombinant a été digéré afin d’éliminer le 5’UTR et
la séquence promotrice du gene de Pkdl, 20 kb en 5° du géne de Tsc2? ainsi que le
vecteur procaryote du BAC (figure 3.8). Le fragment de 70 kb obtenu suite a une
digestion Clal et Notl, a été purifi¢ sur un gel d’électrophorése a champs pulsés et
microinjecté dans des ceufs fertilisés (C57Bl/6] X CBA/J) F2 afin de générer des

souris transgéniques SBPkdItac.
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FIGURE: 3.5

Insertion des éléments régulateurs SB.

el ATG

Vecteur navette

5'UTR/exon1 exon 1/intront

Amp (+)
- y 4
BAC Pkd1 original pId53
Chir (+)
5' UTR Pkd1
// SO intron1 //
5'UTR/exon1 exon 1/intron1
BAC co-intégrat ¢
R ] R
1 T( Chir (+) et Amp (+)
pld53 intron1
1.7 kb
BAC recombinant sonde SB ¢
RI RI Ri
| ATG Chir (+)
/ / 5'UTR/Pr Pkd1 / /
exon 1 exon 1 intron1
<+ ><>
5.6 kb 0.7 kb

Sonde SB: Analyse des recombinants

BAC orn.  co-Int. rec.
M _1— 23 4 5 8 Bandes attendues:

23.1
%4 z EcoRl:
6.6 . =

7 Gl BAC Pkd1 original (BAC ori.):
44 = (clone1)

aucune bande

2.3
20 BAC co-intégrats (BAC co-Int.):

(clones 2 et 3)
700 pbet 1.7 kb

BAC recombinants (BAC rec.):
(clones 4-6)

aB-ap
w- |
G wo iy 700 pb et 5.6 kb

Les éléments régulateurs SB ont été insérés en amont de ’ATG du geéne de Plkd1 par

LEGENDE :

recombinaison homologue dans les BAC.

A- une partie du 5'UTR, promoteur et exonl en amont de I’ATG du géne de Pkdl (1 kb);
SB- enhancer SV40 et promoteur du géne de B-globine (0.9 kb); B- exonl & partir de
’ATG et une partic de I'intron 1 du géne de Pkdl; M- marqueur A HindIIL
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FIGURE: 3.6

Ajout d’une mutation silencieuse (TAG).

EcoRI Smal

mal

Vecteur de recombinaison
Amp (+)
BAC Pkd1 original

// &

BAC co-intégrat ¢

Chlir (+)

EcoRI* Chir (+) et Amp (+)

BAC recombinant

Sonde Pkd1 ¢

EcoRli EcoRI* EcoRlI
/) | | I Chir (+)
« < >
2.5 kb 6.9 kb
< 94 Kb >

Sonde Pkd1 exon7-15: Analyse des recombinants

BAC analysés
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Bandes attendues:

EcoRl:

231 .- =

924 =g - -

66 o= "onasan DB PWe- BAC Pkd1 original:

ia emiE s e @®a» (ciones 5,6,12,13 et 14)
9.4 kb

v A [ S ——p—— -
2.3 - = BAC recombinants:
20 = (clones 3,7.9,10,15 et 17)
= — 25et6.9kb
LEGENDE :

Insertion d’un site EcoRI dans I’exon 10 du géne de Pkd! par recombinaison homologue
dans les BAC.
A- région couvrant les exons/introns 8-10 du géne de Pkd! (1.2 kb); B- région couvrant

les exons/introns 10-11 du géne de Pkd! (850 pb); M- marqueur A HindIII;
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FIGURE : 3.8

Purification du fragment SBPkdItag pour la microinjection.
Digestion Clal-Notl :

EcoRI*

Clal Notl
R _] . Y
PkdT [ Tsc2 M+
¢ 20 kb ’ 7.5kb
70 kb >

LEGENDE :
Un fragment de 70 kb a été purifié sur PFGE afin d’éliminer le vecteur du BAC, le S’UTR et la
séquence promotrice du géne de Pkd/ ainsi que la partie 5’ du géne de Tsc2.

SB- enhancer SV40 et promoteur -globine.

3.2.2 Détection et intégrité du transgéne SBPkdItag

Suite a la microinjection du fragment purifié de 70 kb, cing souris
fondatrices SBPkdItag ont été obtenues. La présence du transgéne chez les souris
fondatrices a été détectée par une analyse Southern en utilisant le nouveau site
EcoRI inséré dans I’exon 10 de Pkdl pour différencier le transgéne du géne
endogeéne. Chez les souris transgéniques la bande endogéne est observée a 9.4 kb
et le transgéne produit deux bandes additionnelles de 2.5 et 6.9 kb (figure 3.9). Le
nombre de copies du transgéne intégré dans le génome de la souris a pu étre
déterminé en comparant le transgene avec le géne endogéne (2 copies).

Afin de vérifier I’intégrité du transgéne, une analyse Southern avec des
sondes aux extrémités 5° et 3’ a été effectuée. A I’extrémité 5°, une sonde
couvrant les éléments régulateurs SB a été utilisée. Avec une digestion HindlIl,
nous pouvons observer une bande a 10.9 kb si le transgéne est intégré en téte a

queue et une intégration en téte a téte produit une bande a 3.8 kb (figure 3.10).
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FIGURE: 3.9

Détection génomique du transgéne SBPkdItac.

Not |

Clial

el |
Tsc 2

Sonde Pkd1

Détection du transgéne:
Sonde Pkd? (exons 7-15)

RI Iﬁ[‘

> <
25kb 6.9 kb

Fondatrices SBPkd1tac

M 1C 10C 18 39 41
231 -
| a Bandes attend
9.4 andes attendues:
66 =8
: — EcoRl:
4.4
; Transgéne:
s s 2.5et6.9kb
23 -
2.0 . Endogéne: 9.4 kb

LEGENDE :

La présence du transgéne a été déterminée par Southern en utilisant le site EcoRI dans
I’exon 10 de Pkd! pour différencier le transgéne du géne endogéne.

M- marqueur A HindIII; 1C et 10C- une copie et dix copies du transgéne; SB- enhancer

SV40 et promoteur B-globine; RI- site EcoRL
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FIGURE: 3.10

Intégrité du transgéne SBPkdItac.

Not | Clal

R ﬁ—
Sonde SB Sonde Tsc:

Intégrité du transgéne: Extrémité 5’

Sonde SB

HindlHl Hii’)dl}l Clilal
Il I intron 1 //Pkd1 / / Tsc2
_________ ‘——_____-.__-
1.9 kb 9kb

Fondatrices SBPkd1rac

M 1C 10C 18 39 41
Bandes attendues:

231 -
9.4 . .
66 Hindlll:
4.4 Transgéne:
Téte a queue: 10.9 kb
Téte a téte: 3.8 kb
23 . Endogéne: N/A
2.0
Bandes attendues:
Intégrité du transgéne: Extrémité 3’ Xbal -
Sonde Tsc2 Transgéne:
Xbal - >1.7 kb
Xba[ Clal XTaI Téte a queue: 1.7 kb
_l- / | Queue-a-queue: 3.4 kb
8.8 kb E 2 .
1.7kb 8%d&ge"e )
Pkd1 Tsc2 '

LEGENDE :

L’intégrité du transgéne a été déterminée par Southern en utilisant des sondes spécifiques
au transgéne. L’insertion du transgéne peut se faire dans une orientation téte-a-téte, téte &
queue et/ou queue-a-queue.

M- marqueur A HindIII; 1C et 10C- une copie et dix copies du transgéne; SB- enhancer

SV40 et promoteur 3-globine.
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Pour ce qui est de I’analyse en 3°, une sonde couvrant une partie de
Pintron 16 du géne de Tisc2 a été employée (figure 3.10). Cette sonde nous permet
de différencier le transgéne du géne endogéne puisque nous avons délété la partie
5’ du gene de Tsc2 avant de microinjecter le fragment. Le géne endogéne donne
une bande a 8.8 kb et en présence du transgéne, des bandes a plus de 1.7 kb sont
attendues. Cette analyse Southern n’est pas présentée ici parce que nous avons
utilis€ une sonde dans un intron et que cette derniére hybride de maniére non-
spécifique avec I’ADN génomique. Toutefois, nous pouvons quand méme
observer les bandes attendues et conclure que le transgéne est intégre pour toutes
les lignées de souris SBPkdItac produites. Les caractéristiques moléculaires des

souris SBPkdItag sont présentées dans le tableau I1I-II1.

3.2.3 Analyses d’expression du transgéne SBPkdItag

Les analyses d’expression du transgéne chez les souris SBPkdI1ag ont été
effectuées par RT-PCR. Nous avons d’abord fait une analyse avec des oligos
situés de part et d’autre du nouveau site EcoRI dans ’exon 10 de Pkdl. Une
digestion EcoRI du fragment de 755 pb donne un doublet de 370 et 385 pb si le
transgene est exprimé. Cet essai de PCR a été effectué sur plusieurs organes de
toutes les lignées de souris SBPkdItac et nous a permis de conclure que le

transgene est exprimé dans le rein de ces souris (figure 3.11).
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FIGURE: 3.11
Analyse d’expression du transgéne SBPkdItac par RT-PCR.

Not | Clal
EcoRI* [

\

Tsc 2 A

hY

e DR,

— —
02-35 02-38
SBPkd1rac 41
M C F Re Ra Co Po
N
N
- 755 pb
. < p
400 )
300 Pty . « 370/385pb
200
100
LEGENDE :

L’expression du transgéne a été déterminée par RT-PCR en utilisant les oligos 03-35
(Pkd! exong) et 03-28 (Pkdl exonl1). Un fragment de 755 pb est observé pour le géne
endogéne et dans le cas du transgéne la digestion EcoRI produit un doublet a 370/385 pb.
M- marqueur 100 pb; C- contrdle négatif; F- foie; Re- rein; Ra- rate; Co- ceeur;

Po- poumon; *- site EcoRI ajouté par recombinaison homologue.
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Cette analyse d’expression n’est pas quantitative et un essai de RT-PCR
semi-quantitatif a été effectué en utilisant un oligo dans le promoteur du géne de
B-globine afin de pouvoir différencier le transgéne du géne endogéne. Avec cet
essal de PCR, I’expression du transgéne produit un transcrit de 300 pb et son
niveau d’expression est comparé au contrdle interne S76 qui lui produit un
transcrit de 104 pb. Les analyses d’expression ont été effectuées sur la plupart des
organes de souris adultes provenant des lignées 3, 39 et 41 et les niveaux
d’expression ont été quantifiés a 1’aide du logiciel Image Quant. La courbe de
linéarité ainsi que les analyses d’expression sont présentées aux figures 3.12A et
B. Les rapports des niveaux d’expression de Pkd! sur S16 ont été calculés pour
chacun des organes analysés et sont présentés dans le tableau III-IV. Nous avons
comparé le niveau d’expression du transgéne dans le rein adulte entre les
différentes lignées et nous avons observé que la lignée 41 démontre la plus forte
expression. En effet, par rapport aux lignées 39 et 3 le niveau d’expression du
transgéne chez les souris de la lignée 41 est augmenté respectivement d’une fois
et demi et de trois fois. Le niveau d’expression du transgéne dans plusieurs
organes a également été comparé a I’intérieur d’une méme lignée de souris. En ce
qui concerne les lignée 3 et 39, il n’y a pratiquement pas d’expression extrarénale.
Toutefois, pour la lignée 41 le transgéne est également exprimé dans la rate, les

poumons et le cceur (tableau III-IV).
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FIGURE: 3.12 A

Démonstration de linéarité du RT-PCR semi-quantitatif

Quantification

60000

40000 -

Intensité

20000

0 005 01 015 02 025 03 035 04
Volume RT (pL)}

Volume RT (102 uL)

M C 062 13 2 5 10 20 40

400

200

100

LEGENDE :
L’intensité du BrEt de chaque réaction de PCR a été mesurée a 1’aide du logiciel /mage

Quant 5.0. Une courbe de linéarité a été produite a partir des valeurs obtenues.

Courbes de linéarité- W - SI6; Q Pkdl
Volume de RT utilisé pour la PCR (fig. 3.12B): PkdI- 10(107 pL); S16- 5(10° uL)
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FIGURE: 3.12 B
Analyse d’expression du transgéne SBPkdItoc par RT-PCR.

SBPkd1TAG:

Not | Clal

EcoRI* |
%
N )

- 7

03-46
516:

95-15 -
g S T e T 7t Ty
95-16
SBPkd1rag 39
3 39 41

M C Re Re Re Co Po Ce F Ra

400
Pkd1
200
LEGENDE :

Le niveau d’expression du transgéne a été comparé au contréle interne S/6 par RT-PCR
semi-quantitatif. Les oligos 03-46 (Pr B-globine) et 03-52 (Pkd/ exon 2) ont été utilisés
pour déterminer l'expression du transgéne et produit un fragment de 300 pb. Dans
’expérience du contréle interne S/6, une bande de 104 pb a été obtenu a I’aide des oligos

95-15 (S16 exon 3) et 95-16 (516 exon 4).
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3.2.4 Analyses physiologiques des souris SBPkdItac

Dans le but d’étudier les fonctions rénales de nos souris transgéniques
SBPkdItag, des analyses physiologiques au niveau de I’urine, du sérum, et du
sang ont été effectuées (tableaux III-V a III-VII et figure 3.13).

Le BUN (déchets azotés sanguins (urée)), la créatinine, les protéines,
I’osmolalité et les électrolytes (ions de sodium, potassium et chlore) ont été
mesurés dans [’urine et une diminution significative de tous ces parameétres a €té
observée chez toutes les souris issues des lignées 3, 39 et 41 (tableau III-V). Une
partie de 'urine récoltée a également été¢ déposée sur un gel de SDS-PAGE afin
de déterminer si I’albumine, une protéine de 66 kDa, est excrétée. Les protéines
urinaires majeures (MUPs) sont normalement présentes dans 1’urine de la souris,
mais la présence de protéines de hauts poids moléculaires telle que 1’albumine
indique généralement un défaut glomérulaire. L’albumine a été détectée dans
’urine des souris SBPkdItag et a titre de contrdle, nous pouvons constater qu’une
quantité comparable de cette protéine est observée dans 1’urine des souris SBM en
insuffisance rénale (figure 3.13). La souris SBM est un modele transgénique de la
polykystose autosomique dominante qui surexprime ’oncogene c-myc
spécifiquement aux reins. Ces analyses urinaires nous ont montré que les
fonctions rénales de nos souris sont altérées.

Par la suite, nous avons vérifié si les anomalies observées au niveau de
’urine avaient un impact au niveau du sang. Plusieurs parameétres ont €t€¢ mesurés
au niveau du sérum dont le BUN, la créatinine, les ions de calcium et le phosphate

inorganique. Dans ce cas-ci, nous avons noté une augmentation importante du
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FIGURE: 3.13

C- Analyse qualitative des protéines urinaires chez les souris SBPkdItac.

Lignées SBPkd1tac

M S F1 SBM 3 18 39 41

=
97.0
e ' - - o <€— Albumine
45.0 e
30.0 e
201 W _
14.4  cpmmm . — L o -
LEGENDE :

L’albumine est détectée dans 1’urine des souris SBPkdItag par un gel de SDS-PAGE en

colorant au bleu de Coomassie.
M- marqueur de protéines LMW; S- sérum; F1- (C57BI/6]J X CBA/J); SBM- souris

transgéniques en insuffisance rénale; MUPs- protéines urinaires majeures.
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BUN et de la créatinine pour toutes les lignées de souris étudiées. Plus
particuliérement au niveau de la lignée 39 ou la créatinine et le BUN sont
augmentés respectivement de trois et cinq fois. Toutefois, aucune différence
significative n’a été observée pour les autres paramétres mesurés dans le sérum.
Ces résultats confirment que les souris SBPkd/tag sont en insuffisance rénale

chronique (tableau III-VI).

TABLEAU III-VI :

Analyses de sérum chez les souris SBPkdItac.

BUN Créatinine
Souris n (sérum) (sérum)
umol/L umol/L
Controle 5 6.6 +0.2 25.5+07
SBPkd11ac 3 4 93+14 31.8+44

SBPkd1tac 39 8 35.3+93° 76.3 +16.3 2

SBPkd11ac 41 3 18.3+20° 43.0+1.7°

LEGENDE :
Contréle- (C57BI/6] x CBA/J) F1; BUN- urée; n- nombre de souris analysées.

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + déviation standard.

a:p<0.05b:p< 0.005,c: p<0.001; valeurs de p: Student’s t-test.

Finalement, dans le but de déterminer si les souris en insuffisance rénale
souffrent également d’anémie, les paramétres hématologiques ont été analysés.
Ces analyses montrent une diminution significative du nombre de globules
rouges, de la concentration en hémoglobine et de I’hématocrite. En effet, ces trois

parameétres sont diminués jusqu’a deux fois chez les souris de la lignée 39.
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Par contre, le volume globulaire moyen, la concentration globulaire moyenne en
hémoglobine, I’indice d’anisocytose et les réticulocytes sont demeurés inchangés
par rapport aux controles. Ces analyses confirment que les souris SBPkdItag en

insuffisance rénale sont anémiques (tableau III-VII).

3.2.5 Analyses morphologiques des souris SBPkdItag

Nous avons sacrifié des souris de chacune des trois lignées étudiées (3, 39
et 41) et des anomalies au niveau des reins, de la rate, du cceur et des poumons ont
été observées (figures 3.14 a 3.16). En effet, tous les reins analysés étaient
anémiques, kystiques en surface et hypoplasiques par rapport aux contrdles (figure
3.14). Chez une souris 39 en phase terminale, soit moins de quelques heures avant
son déces, la taille du cceur et des poumons nous a semblée augmentée. Nous
avons également percu de I'cedéme au niveau des poumons (figure 3.15). Dans le
cas des souris issues de la lignée 41, la rate nous est apparue beaucoup plus grosse
qu'a l'habitude en plus d'étre foncée et parfois kystique en surface (figure 3.16).
Un kyste pancréatique est également observé a la figure 3.16, mais d’autres
analyses devront étre effectuées pour déterminer si la présence de kystes au

niveau du pancréas est un défaut général chez ces souris.
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FIGURE: 3.16

Splénomégalie et kystes spléniques et pancréatiques chez les souris
SBPkdItac.

i

5
Pancreﬁ
& -'-

SBPkd11ac 41

LEGENDE :

Photo numérique montrant la rate et le pancréas d’une souris SBPkd/tag 41.
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Puisque la taille de plusieurs organes nous a semblée altérée, nous avons
déterminé le ratio de ces organes par rapport au poids total de la souris (tableau
[I-VIII). Les ratios obtenus pour les souris SBPkdItag nous indiquent que les
reins de ces souris peuvent étre diminués jusqu'a quatre fois. Pour ce qui est du
ceeur, de la rate, et des poumons, une augmentation respective de trois fois, trois
fois et demi et cinq fois est observée.

Lorsque nous avons effectué une coupe transversale sur les reins afin de
les fixer, nous avons constaté que I’anatomie interne des reins était anormale. En
effet, nous avons observé une régression de la papille et une perte presque totale

de la médulla (figure 3.17).
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Afin d’étudier plus en détail la pathologie des souris SBPkd 14 au niveau
microscopique nous avons effectué des coupes histologiques sur tous les organes
ou des anomalies avaient été observées soit le rein, la rate, les poumons et le cceur
(figures 3.18 a 3.21). Chez les souris adultes, les analyses rénales montrent la
présence de kystes tubulaires et glomérulaires au niveau du cortex et de la
médulla. Nous avons également observé de I’hyperplasie cellulaire, de la fibrose
interstitielle, des infiltrats lymphocytaires ainsi que des dépdts protéiques. De
plus, nous avons noté un épaississement important de la paroi vasculaire a tel
point que la lumiere de certains vaisseaux était presque complétement obstruée
(figures 3.18A et B).

Dans le but de mieux comprendre la progression de la maladie, nous avons
effectué des coupes de reins sur des souris dgées entre un et quarante-cing jours
(figure 3.19). Des la naissance, nous pouvons observer des dilatations tubulaires
et glomérulaires. Ces derniéres vont progresser pour former des microkystes a
quarante-cing jours et des kystes & quatre mois. Chez les souris dgées de dix jours,
nous avons observé un début de fibrose interstitielle. A vingt jours, des zones
beaucoup plus importantes de fibrose sont observées principalement autour des
glomérules et ce phénotype continue de progresser jusqu’a quatre mois. A partir
de trente-cinq jours, nous pouvons observer de la glomérulosclérose totale et
partielle soit une perte progressive du systeme capillaire et des cellules
mésangiales. Eventuellement le glomérule disparait complétement et un kyste est
formé. Un épaississement de la capsule de Bowman avec une hyperplasie des

cellules pariétales a également été observé chez ces souris. Finalement, a
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quarante-cinq jours, la paroi vasculaire des vaisseaux sanguins commence a
s’épaissir et de I’hyperplasie cellulaire est observée. Ces analyses effectuées a
différents dges chez les souris SBPkdItag nous montrent qu’initialement le rein
est formé correctement et que la pathologie rénale progresse avec le temps.

Au niveau de la rate, une pathologie a été observée seulement chez les
souris SBPkdItag de la lignée 41. Tout comme chez les souris SBP, nous avons
observé une augmentation importante des foyers hématopoiétiques ainsi qu’une
légére désorganisation de la pulpe blanche (résultat non-montrée).

Au niveau des poumons, les analyses nous montrent un épaississement des
structures alvéolaires chez une souris en phase terminale souffrant d’cedéme
pulmonaire. Par contre, chez les autres souris SBPkd/tag analysées, les poumons
ne semblent pas étre affectés (figure 3.20).

Au niveau du cceur, il ne semble pas y avoir d’anomalie méme si ce

dernier €était hypertrophié par rapport aux contrdles (résultat non-montré).
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FIGURE : 3.18A

Analyses histologiques des reins chez les souris SBPkdIt,g adultes.
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LEGENDE :

Coupes histologiques des reins des souris SBPkd /g et d’une souris contréle du méme ége et
du méme fond génétique. A- kyste tubulaires (K) (200X); B- fibrose insterstitielle et infiltrats
lymphocytaires (*); kystes glomérulaires (G); kystes tubulaires (K) (100X); C- grossissement
de B montrant des kystes glomérulaires (G) (200X). Contréle- (C57B16/J X CBA/J) F1.
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FIGURE: 3.18 B

Analyses histologiques des reins chez les souris SBPkdItc adultes.

LEGENDE :

Coupes histologiques des reins des souris SBPkdl1ac. A- dilatation du pelvis (25X); B-
grossissement de A montrant un épaississement de la paroi vasculaire (+) (100X); C-
hyperplasie cellulaire (#) et dépdts protéiques dans les kystes (*) (200X); D- dilatation des

tubules collecteurs et dépéts protéiques * (50X).
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FIGURE: 3.19

Analyses histologiques des reins chez les souris SBPkdItac dgées de 20 et
45 jours.

LEGENDE :
Coupes histologiques des reins des souris SBPkd /1ag a différents ages. A- fibrose interstitielle

entourant les glomérules a 20 jours (100X); B- dilatation glomérulaire (G) et épaississement

de la paroi vasculaire a 45 jour (200X).
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FIGURE: 3.20

Analyses histologiques des poumons chez les souris SBPkdItac.
Contrdle

LEGENDE :
Coupes histologiques des poumons des souris SBPkdI1ag 39. A et C- grossissement 50X; B
et D- grossissement 100X; Contréle- (C57Bl6/] X CBA/]) F1.
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3.3 CROISEMENTS AVEC LES SOURIS PKD1 KNOCK-OUT

Nous avons effectué des études de fonctionnalité protéique par des
croisements entre nos souris transgéniques SBPkdItac et des souris Pkdl knock-
out hétérozygotes. Les souris Pkdl knock-out utilisées nous ont été fournies par le
Dr Stephan Somlo (Yale University, School of Medecine). Ces souris ont le géne
de la résistance a la néomycine inséré dans le codon 4 de I’exon 1, empéchant la
transcription de Pkdl. Les souris Pkdl "~ meurent in utero autour de E16.5 et des
kystes aux reins et au pancréas sont observés a partir de E15.5 et E13.5
respectivement. Toutefois, la cause exacte de leur décés n’a pas été déterminée
(Wu et al., 2002). Par le croisement de nos souris SBPkdItag avec ces souris,
nous avons voulu vérifier si le transgéne SBPkdItac est suffisant pour permettre
la survie des souris Pkdl knock-out homozygotes.

3.3.1 Croisements et génotypage des souris SBPkdItaG Pkd1™"

Les souris transgéniques des lignées SBPkdItac 3, 39 et 41 ont été
croisées avec les souris Pkd! ™. Les souris transgéniques Pkd] *" de la génération
F1 ont ensuite été croisées entre elles dans le but d’obtenir des souris
transgéniques Pkd] 7, génération F2.

Le génotypage des souris transgéniques knock-out a été effectué par un
essai de PCR (figure 3.21). Jusqu’a présent, une seule souris SBPkdItag 3 Pkdl
a été obtenue sur un total de douze souris de la génération F2. Cette méme analyse
pour les lignées SBPkdItac 39 et 41 est présentement en cours. Ainsi, cette étude

confirme la fonctionnalité de la protéine produite par le transgéne SBPkdItag.
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FIGURE: 3.21

-

Génotypage des souris SBPkdItac 3 Pkdl ™.

Endogéne: 419 pb

Néo: 800 pb

97-11 N

ATG

Transgéne: 253 pb

0346 ™\ ATG

N 03-02

M - + 23 24 25 26 27
< 800 pb
<4 419pb
44— 253pb

M 28 29 30 31 32 33 34
<4— 800 pb
4= 419p
<4 253pb

LEGENDE :
Le génotypage des souris SBPkdItag 3 Pkdl knock-out a été effectué par PCR avec les
oligos 97-11, 03-02, 98-5 et 03-46.

M- marqueur 100 pb ; - : contrdle négatif ; + : contrdle positif.
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3.3.2 Analyses physiologiques des souris SBPkdItsg Pkdl

Afin de vérifier les fonctions rénales des souris SBPkd/tag Pkdl™", nous
avons effectué des analyses d’urine et de sérum sur la seule souris que nous avons
obtenue jusqu’a maintenant. Au moment ou les analyses ont été effectuées, la
souris était dgée de quatre semaines (tableaux III-IX et III-X). Au niveau des
analyses urinaires, le BUN, la créatinine, les protéines et 1’osmolalité sont
diminués (tableau III-IX). Méme si les analyses ont été effectuées sur une seule
souris, les valeurs obtenues nous indiquent que les fonctions rénales de cette
souris sont altérées et ces résultats sont confirmés par les analyses de sérum. En
effet, la créatinine et le BUN sont augmentés respectivement de deux et quatre
fois dans le sérum (tableau III-X). De plus, la souris SBPkdItag3 Pkdl™ avait une
hématocrite de 22 %, comparativement a 50 % pour les souris contrdles.

Dans le cas des souris SBPkdItag 3 et SBPkdltag 3 Pkdl ™", les analyses
d’urine et de sérum montrent que les fonctions rénales de ces souris sont
également affectées. Cependant, elles le sont de fagon moins importante que chez
les souris SBPkdItag 3 Pkdl . Avec le transgéne SBPkdltag, nous avons
permis la survie d’une souris Pkdl . Toutefois, dés I’Age de quatre semaines les

fonctions rénales de cette souris SBPkdItag3 Pkdl ™ sont gravement affectées.
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TABLEAU III-X :
Analyses de sérum chez les souris SBPkdItac 3 Pkdl -,

Sows o BUN < Criainine
Controle 2 6.1+06 26.5+0.7
si’;’;‘;”;;‘f 3 2 7.7+24 35+28
SBP’T(’;‘;”I?f 3 2 11.2£35 35:+28
SB,f,fﬂj;‘_G 3 1 26.7 56
LEGENDE :

Contréle- (C57Bl/6] X CBA/J) F1; BUN- urée; n- nombre de souris analysées.

Les valeurs sont présentées sous forme de moyenne + déviation standard.
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3.4 SOURIS TRANSGENIQUES PKDI11,cATSC2

Dans un deuxieéme temps, nous avons vérifié si la surexpression
ubiquitaire du géne Pkd! peut causer une pathogénése ADPKD compléte, soit des
kystes rénaux et extrarénaux, des anévrismes cérébraux et des anomalies des
valves cardiaques. Pour ce faire, nous avons produit un troisiéme modéle de
souris transgéniques appelées PkdIltagATsc2. Le transgéne provient du BAC
Pkd1-Tsc2 et contient le géne de Pkd! en entier ainsi que ces éléments régulateurs
en 5’ et en 3. Le marquage du transgene a été effectué de la méme fagon que
chez les souris SBPkdltag soit par I’ajout d’un site EcoRI dans I’exon 10 du géne
de Pkdl. Dans ce cas-ci, un second événement de recombinaison homologue dans

les BAC a été nécessaire pour éliminer une partie du géne de Tsc2.

3.4.1 Modification du BAC Pkd1 : Délétion du gene Tsc2 (ATsc2)

Nous avons d’abord essayé de microinjecter un fragment Pkdltag de 95
kb digéré Mlul-Clal. Toutefois, nous avons eu des problémes de dégradation lors
de la purification de ce fragment sur gel d’électrophorése & champs pulsés.

Pour remédier a la situation, nous avons délété le géne de Tsc2 par
recombinaison homologue dans les BAC afin de diminuer la taille du fragment a
microinjecter. Suite a ce deuxiéme événement de recombinaison homologue, la
région couvrant I’intron 2 a ’exon 42 du géne de Tsc2 a été délétée. Deux bras
d’homologies situées de part et d’autre de la région délétée ont été amplifiées par
PCR et clonées dans le p/d53. La premiére région couvre le promoteur et |’intron

2 de Tsc2 et la seconde commence avec 1’exon 42 de Tsc2 et va jusque dans le
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3’UTR de Pkdl. Cette délétion de 37 kb nous a permis de diminuer la taille du
fragment a purifier sur gel et ainsi éviter les problémes de dégradation.

Les analyses d’intégrit¢ du BAC recombinant PkdltacATsc2 sont
présentées aux figures 3.7A et B avec celles du BAC recombinant SBPkd ! ac.

Le transgéne PkdltacATsc2 de 75 kb digéré Mlul-Notl (figure 3.22) a

ensuite été purifié selon la technique décrite précédemment et microinjecté dans

des ceufs fertilisés (C57Bl/6]J X CBA/J) F2.

FIGURE : 3.22

Purification du fragment PkdItogATsc2 pour la microinjection.

Digestion Mlul-Notl :

Not! Nlllul I'" E;CORI Nlotl
> e I S 7] e
<+> > 75kb
10 kb 75 kb
LEGENDE :

Un fragment de 75 kb a été purifié sur PFGE afin d’éliminer le vecteur du BAC.

3.4.2 Détection et intégrité du transgéne PkdItocATsc2

Afin de détecter la présence du transgéne chez les souris fondatrices
obtenues suite a la microinjection, nous avons utilisé la méme stratégie qu’avec
les souris SBPkdITag Les résultats de cette analyse sont présentés a la figure 3.23
et jusqu’a maintenant trois souris fondatrices PkdltacATsc2 ont été obtenues. Le

nombre de copies pour chacune des souris fondatrices a été¢ determin€ en
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comparant le transgéne au géne endogéne (2 copies). Les caractéristiques
moléculaires des souris PkdItagATsc2 sont présentées dans le tableau I11-XL.

Par la suite, nous avons vérifié I’intégrité du transgéne par des analyses aux
extrémités 5° et 3° (figures 3.24A et B). Pour I’analyse en 5°, nous avons bénéficié
du fait que les génotypes des donneurs et receveurs sont différents. En effet, la
souche du BAC utilisé est 129/sv tandis que les ceufs de souris dans lesquels
I’ADN est microinjecté¢ sont de souches hybrides (C57B1/6] X CBA/J) F2. Un
polymorphisme dans la région promotrice du géne de Pkd! a donc été employé.
Un produit de PCR de 232 pb est amplifi¢ chez les souris C57Bl/6J et un produit
supplémentaire de 199 pb est observé si le transgéne est présent (figure 3.24A).

Dans le cas de I’extrémité 3°, une analyse Southern a été effectuée avec
une sonde couvrant les exons 45 et 46 du géne de Pkdl. Grace a la délétion du
géne de Tsc2, nous pouvons facilement différencier le transgéne de I’endogeéne.
En effet, la digestion Kpnl de I’ADN génomique donne une bande 4 5.0 kb si le
transgéne est intégre et la bande endogéne apparait a 7.1 kb (figure 3.24B).
Le transgéne semble étre intégre pour toutes les souris PkdltagATsc2 analysées.
Toutefois, le fond génétique de la souris fondatrice PkdItagATsc2 6 devra étre
vérifié parce que I’amplification du polymorphisme en 5’ ne donne pas le produit
de PCR attendu avec le fond génétique hybride (C57Bl/6] X CBA/J) F2. Les
caractéristiques moléculaires des souris PkdItacATsc2 sont présentées au tableau

ITI-XI.
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FIGURE: 3.23

Détection génomique du transgéne PkdItacATsc2.

Miul

Notl

R
Sonde Pkd1

Détection du transgéne:
Sonde Pkd1 (exons 7-15)

RI RI* y

> «
2.5kb 6.9 kb

Fondatrices Pkd11acATsc2

M 23 24 25 26
23.1
9.4 |! |
6.6 Bandes attendues:
4.4 EcoRI:

= -~ Transgéne: 2.5 et 6.9 kb
23 Tierw Endogéne: 9.4 kb
2.0 Sy
LEGENDE :

La détection du transgéne a été effectuée par Southern avec une sonde couvrant les exons
7-15 de Pkdl. La digestion EcoRI produit une bande a 9.4 kb dans le cas du géne
endogéne et deux bandes additionnelles & 2.5 et 6.9 kb en présence du transgéne.

M- marqueur A HindIII
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FIGURE: 3.24A

Intégrité du transgéne PkdItagATsc2,

Extrémité 5’ :

Miu | 02-47 Notl
| - -4000 pb T;c_i F
(CA)n B

<
02-48

Fondatrices Pkd1ragATsc2

M C C5 CBA 129 6 18 26

300—
232 pb
LEGENDE :

L’intégrité du transgéne PkdltpcATsc2 a été vérifiée & 'extrémité 5° en utilisant un
polymorphisme. Le transgéne BAC PkdIracATsc2 provient d’un fond génétique 129/sv
tandis que le fond génétique du receveur est C57BIl/6J et CBA/J. Les oligos 02-47 et 02-
48 sont utilisés pour amplifier le polymorphisme. Un produit de 232 pb est observé dans
le cas des C57Bl/6J et CBA/J et 199 pb sont amplifiés avec les souris 129/sv. M-

marqueur 100 pb ; C- contrdle négatif.



FIGURE: 3.24B

Intégrité du transgéne PkdltocgATsc2,

Extrémité 3’ :

136

Sonde Pkd1
exons 45-46
Endogéne:
Kpnl Kpnl Kpnl
| |
— B 5] Tz ER—
< |
7.1kb
Transgéne:
Kpnl Kpnl
< >
5.0 kb
Fondatrices Pkd1ragATsc2
M C 6 18 26
23.1
Bandes attendues:
9.4 s
6.6 A i & = Kpnl:
*’ *" Transgéne: 5.0 kb
4.4 Endogéne: 7.1 kb
2.3
2.0
LEGENDE :

L’intégrité du transgeéne a été déterminée par buvardage de type Southern en utilisant une

sonde Pkdl exons 45-46. La digestion Kpnl produit une bande a 7.1 kb pour le géne

endogéne et une bande additionnelle a 5.0 kb pour le transgene.

M- marqueur A HindlIII; C- contrdle souris sauvage (C57Bl/6J X CBA/J).
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TABLEAU III-XI :

Caractéristiques moléculaires des souris PkdItsgATsc2.

Lignées de

SOUris # Copies Intégrité Expression
6 2 v N.D
18 10 V N.D.
26 10 v N.D.
LEGENDE :

Trois souris fondatrices Pkd/tacATsc2 ont été obtenues jusqu’a maintenant. Le nombre de copies

et I’intégrité du transgene ont été déterminés pour chacune des souris. N.D.- non-déterminé
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Chapitre 4

DISCUSSION ET CONCLUSION

4.1 DISCUSSION

Avec le séquencage du génome humain, les modeles murins sont de plus
en plus utilisés pour étudier des maladies génétiques telle que la polykystose
rénale. Ces modeles peuvent étre des mutants spontanés, mais avec le
développement des techniques de transgénése et d’ablation génique des centaines
de nouveaux modeles ont pu étre générés pour I’étude de maladies spécifiques.

Dans ce cas-ci, notre objectif initial était de vérifier si la surexpression du
géne Pkdl peut étre un mécanisme pathogénétique de la polykystose rénale
autosomique dominante (ADPKD). Pour ce faire, deux approches expérimentales
ont été employées pour générer des souris surexprimant le gene de Pkdl
spécifiquement aux reins. Le phénotype rénal observé chez les souris SBPkdItac
montre pour la premiére fois que la surexpression du géne de Pkd! est suffisante
pour causer une kystogénese rénale in vivo similaire a celle observée chez les
patients ADPKD. Notre hypothese initiale a donc €té¢ confirmée et un nouveau

mode¢le murin transgénique de polykystose rénale a été produit.
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4.1.1 Souris transgéniques SBP

Pour générer nos souris SBP, nous avons utilis¢é une construction
plasmidique contenant I’ADNc de Pkdl et les éléments régulateurs rénaux
spécifiques SB (enhancer SV40 et promoteur B-globine).

L’utilisation de I’ADNc a été favorisée parce que Pkd! est un géne de plus
de 50 kb et est donc beaucoup plus difficile & manipuler que son ADNc de 14 kb.
En plus d’étre rapide et directe, l’utilisation de I’ADNc nous permet de
différencier plus facilement le transgeéne du geéne endogéne.

Quant aux éléments régulateurs SB, ils ont été employés dans le passé
devant la séquence d’ADN génomique des oncogenes c-myc et c-fos ainsi que
devant I’ADNCc de bcl-2 et causent une surexpression spécifiquement ciblée aux
cellules épithéliales rénales (Trudel et al., 1991; Trudel et al., 1997; Trudel et al.,
1998). Cependant, dans certaines lignées de souris, le transgéne est également
détecté au niveau de la rate et des poumons (Trudel et al., 1997). Huit lignées de
souris SBP ont €té établies et le transgéne est exprimé chez les souris issues des
lignées 45, 63A, 63B, 65 et 68A. Jusqu’a maintenant un phénotype rénal similaire
a ADPKD a été observé chez deux souris SBP (63A et 68A) et ces souris étaient
agées de plus de dix-huit mois. D'aprés les analyses histologiques, toutes les
autres souris analysées avant dix-huit mois ne présentaient aucune anomalie
rénale. Malgré l'utilisation des éléments régulateurs SB, des splénomégalies et des
tumeurs & ’abdomen ont été observées chez plusieurs souris dgées de plus de dix

mois.
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4.1.1.1 Expression et spécificité du transgéne

L’absence de phénotype rénal observé chez la plupart des souris SBP
analysées suggére que le niveau d’expression du transgéne est insuffisant pour
causer la formation de kystes rénaux. Ce que nous avons observé avec notre
premicre approche expérimentale est en fait un des principaux probléemes
rapportés dans la littérature par rapport a I’utilisation de I’ADNc en transgénése.
En effet, des études ont montré que la présence d’introns permet d’obtenir une
plus grande proportion de souris transgéniques qui expriment le transgéne et que
les niveaux d’expression moyens de I’ARNm sont plus élevés (Brinster et al.,
1988). Des résultats similaires ont été obtenus lorsque les éléments régulateurs SB
ont été placé devant I’ADNCc de bcl-2 par rapport aux séquences génomiques de c-
myc et c-fos (Trudel et al.,, 1997). Il a également été montré que la présence
d’introns hétérologues a l’intérieur de I’ADNc peut augmenter les niveaux
d’expression du transgéne chez la souris. Dans le cas des souris SBP nous avions
un intron en aval de ’ADNc de Pkdl, mais il semble que les introns placés en 3’
de la séquence codante n’ont aucun effet sur la transcription (Palmiter et al.,
1991). De plus, des études de transfection cellulaires ont montré que la présence
d’un site donneur d’épissage a proximité du promoteur augmente de maniére
significative le niveau d’expression du transgéne. Ces études suggérent que la
maturation des ARN messagers et la transcription sont interdépendants et que
I’utilisation de séquences introniques devrait toujours étre favorisée (Furger et al.,

2002).
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Les analyses d’expression par RT-PCR suggérent également une perte de
spécificité des éléments régulateurs SB puisque le transgéne a été détecté dans la
plupart des organes testés. Cette perte de spécificité pourrait étre expliquée par
I'utilisation de I’ADNc du géne de Pkdl puisque c’est la principale différence
avec les souris SBPkdItag ou l'expression du transgéne est ciblée aux reins.
Toutefois, ['utilisation des éléments régulateurs SB devant I'ADNc de bcl-2
semble indiquer le contraire et aucune expérience effectuée jusqu'a maintenant ne
permet d'expliquer en quoi la présence d'introns dans le géne de Pkd/ pourrait

influencer la spécificité d'expression du transgéne.

4.1.2 Souris transgéniques SBPkdIt,G

Etant donné que nous n'avons pas confirmé notre hypothese de départ avec
les souris SBP, une seconde souris transgénique surnommeée SBPkdItag a été
générée. Pour ce faire, nous avons employé la séquence d'ADN génomique du
géne Pkdl contenue dans un BAC puisque la présence d'introns permet d'obtenir
des niveaux d'expression plus élevés en transgénése. Comme pour les souris SBP,
le transgene a €té placé sous le controle des éléments régulateurs SB, mais dans ce
cas-ci, ils ont dii étre insérés par recombinaison homologue dans les BAC. Avec
les souris SBPkdItag, le transgéne semble étre exprimé plus fortement et une
pathologie rénale avec une pénétrance compléte a été observée chez les trois
lignées de souris analysées. Le phénotype rénal observé est donc causé par la

surexpression du transgéne et non par son site d’intégration dans le génome.
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4.1.2.1 Expression du transgéne

Les analyses d’expression du transgéne ont été effectuées par un essai de
RT-PCR semi-quantitatif sur des reins de souris adultes issues des lignées 3, 39 et
41. D'apres ces analyses, le niveau d'expression du transgéne chez les souris de la
lignée 41 est une fois et demi et trois fois plus élevé que chez les souris des
lignées 39 et 3 respectivement. Par contre, pour les lignées 39 et 41 les résultats de
ces analyses ne correlent pas avec la sévérité du phénotype. En effet, d’apres les
analyses physiologiques et morphologiques les souris 39 ont la pathologie rénale
la plus sévére.

Il est fort probable que le transgéne Pkdl soit exprimé dans 1’épithélium
des tubules rénaux puisque les éléments régulateurs SB sont reconnus pour cibler
I’expression du transgene a cet endroit (Trudel et al., 1991; Trudel et al., 1997).
La perte de structures tubulaires ou Pkdl est exprimé pourrait expliquer le
manque de corrélation entre le niveau d'expression et le phénotype observé. En
effet, les analyses morphologiques effectuées sur des souris SBPkdItag dgées
entre un jour et quatre mois ont montré que la majorité de la médulla est
compressée due a une régression de la papille. De plus, les structures tubulaires
sont progressivement remplacées par des infiltrats lymphocytaires et de la fibrose
interstitielle. Il serait intéressant de vérifier, par hybridation in situ, si I’expression
de Pkdl est ciblée principalement ou le phénotype est le plus apparent, soit au
niveau de la papille. De plus, les analyses d’expression par RT-PCR pourraient

étre refaites a un stade plus précoce de la maladie.
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4.1.2.2 Insuffisance rénale chronique

Les fonctions rénales des souris SBPkdltag ont été évaluées par des
analyses urinaires et sanguines. Nous avons d’abord noté une diminution
importante du BUN, de la créatinine et de I’osmolalité dans 1’urine de nos souris.
Des anomalies similaires au niveau de la concentration de 1’urine ont également
été observées chez les patients ADPKD et cela indique que le systeme collecteur
est probablement affecté (Martinez-Maldonado et al., 1972).

De plus, une protéinurie a €t€ observée chez nos souris par des analyses de
type SDS-PAGE. Chez la souris, seules les protéines de faible poids moléculaire
appelées protéines urinaires majeures (MUPs) peuvent traverser la barriere de
filtration glomérulaire (Szoka and Paigen, 1978). Lorsque les protéines de haut
poids moléculaire, normalement présentes en grande quantit¢ dans le plasma
sanguin, sont excrétées dans I’urine cela indique que la barriére est endommagge.
L’excrétion de ces protéines diminue la pression oncotique et cela peut avoir des
conséquences importantes au niveau pathologique.

Afin de déterminer l'impact de ces résultats au niveau systémique, des
analyses sanguines ont également été effectuées. Au niveau du sérum, une
augmentation significative du BUN et de la créatinine a été observée. L’urée et la
créatinine constituent des déchets métaboliques qui sont acheminés aux reins afin
d’étre excrétés et une augmentation de ces parameétres dans le sérum signifie
généralement que les fonctions rénales sont diminuées.

De plus, les résultats des paramétres hématologiques nous ont permis de

conclure que les souris sont anémiques puisque les globules rouges et
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I’hémoglobine sont diminués par rapport aux contrdles. L’anémie est une
complication fréquemment observée chez les patients souffrant d’insuffisance
rénale chronique et est généralement causée par une diminution de
I’érythropoiétine (EPO) (Eschbach, 1989; Segal et al., 1988). Cette hormone
synthétisée dans le rein influence la production de globules rouges dans la moelle
osseuse. Il y a donc moins de nouveaux globules rouges produits lorsque les
fonctions rénales sont altérées. Toutefois, le taux d’EPO devra étre évalué afin de
pouvoir conclure qu’une diminution de cette hormone est la cause de 1’anémie
observée chez les souris SBPkdItac. Dans ce cas-ci, I’anémie pourrait également
étre causée par I’hémolyse des globules rouges et la rétention d’inhibiteurs de

I’érythropoi¢se (Eschbach, 1989).

4.1.2.3 Kystogéneése rénale

Les reins des souris SBPkdIac sont kystiques, anémiques et hypotrophiés
comparativement aux contrdles. Suite aux analyses histologiques, nous avons noté
des kystes glomérulaires et tubulaires, de la glomérulosclérose totale et partielle,
des tubules atrophiés, de la fibrose interstitielle, une régression de la papille et un
épaississement de la paroi des vaisseaux sanguins. De plus, les analyses
effectuées sur des souris de la lignée 39 dgées entre un et quarante-cing jours nous
ont montré que le développement de la maladie se fait de maniere progressive.

Méme si la pathogénése rénale de notre modéle de souris transgéniques est
similaire a celle observée chez les patients ADPKD, ont note quelques différences

au niveau de la taille des reins et la sévérité du phénotype. L’hypoplasie rénale
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observée chez nos souris transgéniques suggére un role distinct pour ’orthologue
murin de PKD! et/ou différents mécanismes compensatoires selon la maturité de
I’épithélium rénal. Une hypoplasie rénale a également été observée chez les souris
bcl-2 knock-out, un modéle murin ADPKD. En fait, les reins des souris bcl-2 ™~
peuvent €tre petits et pales comme chez les souris SBPkdItac ou hypertrophiés et
kystiques en surface. Chez ces souris, I’hypoplasie rénale peut étre expliqué par
des taux anormalement élevé d’apoptose (Veis et al., 1993). Pour ce qui est de la
sévérité du phénotype, il semble qu’un débalancement plus prononcé de la
protéine entraine un phénotype plus sévére. Ainsi, une ablation compléte ou une
surexpression de Pkd! cause un développement précoce de la maladie alors qu’un
débalancement moins prononcé, tel que I’haploinsuffisance, cause un phénotype
beaucoup moins sévére.

Des similarités ont également été observées avec les autres modéles
murins de la maladie. Par exemple, chez les souris PKDI-TSC2, de la
glomérulosclérose, de la fibrose interstitielle, une dilatation du pelvis et une
atrophie tubulaire ont également été observées. Toutefois, méme si ces souris
surexpriment l'orthologue humain de Pkdl, leur phénotype diverge de celui de
nos souris a plusieurs niveaux. En effet, les reins sont hypertrophiés et les kystes
rénaux, majoritairement glomérulaires, sont présents seulement chez 38 % des
souris analysées. De plus, contrairement & nos souris aucune pathologie vasculaire
n’a €t€ observée et le phénotype rénal apparait beaucoup plus tardivement. Ces
différences phénotypiques entre les souris PKDI-TSC?2 et nos souris SBPkd/tag

peuvent s’expliquer par I’emploi de séquences régulatrices différentes,
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’utilisation du géne humain et la surexpression de 7SC2, un géne possiblement

impliqué dans le développement des kystes rénaux (Pritchard et al., 2000).

4.1.2.4 Oedeme pulmonaire et problémes cardiovasculaires

De I’;edéme pulmonaire a été observé chez une souris de la lignée 39 agée
de 4 mois. Cette souris est la seule que nous avons sacrifiée et analysée au
moment ou elle était en phase terminale d’insuffisance rénale. Ainsi, d’autres
souris au méme stade de la maladie devront étre analysées pour confirmer la
pathologie pulmonaire. L’accumulation de liquides dans les tissus est souvent
observée chez les patients en insuffisance rénale et peut €tre causée par plusieurs
facteurs (Rocker et al., 1988). Dans ce cas-ci, |’cedéme pourrait tre causé par une
diminution de la pression oncotique due a |’excrétion de protéines comme
I’albumine et/ou une augmentation de la perméabilité capillaire qui survient suite
a ’urémie.

En comparant les ratios organe/poids de nos souris avec les souris controle
nous avons également noté une hypertrophie cardiaque chez plusieurs souris des
lignées 39 et 41. Il est connu que 1’anémie causée par I’insuffisance rénale peut
entrainer des problemes cardiovasculaires et plus particulierement une
hypertrophie du ventricule gauche (Frank et al., 2004). Des analyses histologiques
plus approfondies devront étre effectuées afin de vérifier si le ventricule gauche
est effectivement hypertrophié. L’épaississement de la paroi des vaisseaux

sanguins observé au niveau des reins, pourrait également amener de
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I’hypertension, mais les analyses de pression sanguine ne nous ont pas permis de

conclure que les souris étaient hypertendues (résultats non-montrés).

4.1.2.5 Role de Pkd1 dans I’hématopoiése?

Une splénomégalie et des kystes a la rate ont été observés chez les souris
SBPkdltag de la lignée 41 et cette pathologie corréle avec les niveaux
d’expression du transgéne. Contrairement aux souris SBP, nous n’avons pas
observé de tumeur a I’abdomen chez les souris SBPkdItag, mais ces souris sont
encore jeunes. L’expression de PKDI a été détectée dans les cellules rouges
nucléées de la rate au stade fcetal (Ong et al., 1999b). De plus, des kystes a la rate
ont été rapportés chez un faible pourcentage de patients ADPKD, mais aucune
splénomégalie n’a été observée chez ces patients (Ha et al., 1997, Martinez and
Grantham, 1995; Mosetti et al., 2003). Ces résultats suggérent pour la premiére
fois que Pkdl pourrait jouer un role au niveau de I’hématopoiése et des analyses

plus approfondies devront étre effectuées pour confirmer cette hypothése.

4.1.2.6 La protéine produite avec le transgéne SBPkd1t,¢ est fonctionnelle.
En croisant nos souris SBPkdItac 3, 39 et 41 avec des souris Pkd! knock-
out, nous avons réussi a sauver une souris Pkdl " d’une létalité in utero. Jusqu’a
maintenant, la seule souris SBPkdItag Pkdl " que nous avons obtenu provient
d’un croisement avec les souris de la lignée 3. D’aprés les analyses effectuées,
c’est la lignée de souris SBPkdI1ac qui exprime le transgene le plus faiblement et

dont la pathologie rénale est la moins sévére. Il sera donc intéressant de voir si
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nous pourrons obtenir des souris Pkd] "~ avec les lignées de souris 39 et 41 et si le
phénotype sera plus ou moins sévére chez ces souris.

Méme si nous avons complémenté la létalité embryonnaire de la souris
SBPkdltag 3 PkdI”, un phénotype rénal a été observé. D’aprés les analyses
effectuées a ’dge de quatre semaines, nous avons pu constater que les fonctions
rénales de ces souris sont affectées davantage que celles des souris SBPkd/1ag 3
Pkdl " et SBPkdItag 3. Cela pourrait s’expliquer par une différence entre les
patrons d’expression spatio-temporels des éléments régulateurs SB et de Pkdl
endogéne. De plus, étant donné que I’expression endogéne de Pkdl est
pratiquement ubiquitaire, un phénotype extrarénal sera probablement observé chez

ces souris.

4.1.2.7 Mécanismes moléculaires de kystogénése rénale

La pathologie rénale observée chez les souris SBPkdltac montre que la
surexpression de Pkdl est suffisante pour causer une kystogénese rénale in vivo.
Nos études appuient les résultats obtenus avec les souris transgéniques PKDI-
TSC2 et montrent pour la premiére fois que la surexpression de 7SC2 n’est pas
requise.

Plusieurs études chez ’humain et la souris appuient [’hypothese du rwo-hit
ou de perte de fonction protéique pour expliquer les mécanismes moléculaires de
la kystogénése. En effet, chez I'humain des mutations somatiques et des pertes
d'hétérozygosité au niveau de l'alléle normale de PKD/I ont été observées tandis

que chez la souris la délétion de Pkdl cause la formation de kystes rénaux
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(Brasier and Henske, 1997; Kim et al., 2000; Koptides et al., 1998; Koptides et
al., 1999; Lu et al., 1997; Lu et al., 2001; Pei et al., 1999; Qian et al., 1996; Torra
et al., 1999; Watnick et al., 2000; Watnick et al., 1998; Wu et al., 2000).
Toutefois, dans ce cas-ci, I'hypothése de la perte de fonction protéique est peu
probable puisque le géne endogéne n'est pas muté et notre transgéne semble
produire une protéine fonctionnelle.

Les résultats obtenus avec les souris SBPkdItag suggérent que le dosage
de la polycystine-1 pourrait étre un facteur important dans le développement de la
kystogénése rénale. Ainsi, un débalancement de la polycystine-1 pourrait affecter
la formation et/ou le réle d’un complex multiprotéiques actif. Des études réalisées
sur d’autres maladies génétiques telles que la maladie de Pelizaeus-Merzbacher
(PMD) ont montré que le dosage de la protéine peut effectivement jouer un rdle
important dans le développement de la pathologie (Woodward K et al., 1999).
L’effet de dosage de la protéine suggéré par notre modéle de souris corréle
également avec les études d'immunohistochimie effectuées sur des reins de
patients ADPKD ou I’alléle normal est exprimé dans plus de 80 % des kystes
rénaux (Geng et al., 1996; Ong et al., 1999a; Ong et al., 1999b; Peters et al., 1996;
Ward et al., 1996).

Un des mécanismes moléculaires potentiels serait que la surexpression de
Pkdl cause une dérégulation des mécanismes d’apoptose et de prolifération
cellulaire. Ce qui entrainerait éventuellement la formation de kystes et
I’hypotrophie rénale. Une kystogénése rénale a été observée chez plusieurs

modeles de souris transgéniques qui surexpriment des génes impliqués dans la
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prolifération cellulaire tels que c-myc, rasT24, c-erbB2, TGF-a, KGF et HGF
(Lowden et al., 1994; Nguyen et al., 1996; Schaffner et al., 1993; Stocklin et al.,
1993; Takayama et al.,, 1997; Trudel et al., 1991). De plus, tel que mentionné
précédemment, 1’ablation génique de bcl-2, un membre anti-apoptotique, peu
¢galement causer une kystogénése rénale chez la souris (Veis et al.,, 1993).
L’hyperplasie cellulaire et les figures mitotiques observée avec les analyses
d’histologie ainsi que I’hypotrophie rénale suggérent une augmentation de la
prolifération et de 1’apoptose, mais des analyses devront étre effectuées pour

confirmer cette hypothese.

4.1.3 Souris transgéniques PkdItacATsc2

Une troisiéme souris transgénique surnommée PkdItacATsc2 a été
générée afin de vérifier si la surexpression de Pkd| est suffisante pour causer une
pathogenése ADPKD compléte. Pour ce faire, nous avons utilisé la séquence
d’ADN génomique de Pkdl contenu dans un BAC ainsi que ses éléments
régulateurs en 5° et 3”. Si notre hypothése de départ est confirmée, ces souris
seront utiles pour étudier les manifestations cliniques extrarénales normalement
observées chez les patients ADPKD telles que des kystes au foie et au pancréas,
des anévrismes cérébraux et des anomalies au niveau des valves cardiaques. La
pathologie rénale pourra également étre comparée avec celle observée chez les
souris SBPkdltac ainsi que les patients ADPKD. Cette étude sera donc
complémentaire aux souris SBPkdItag ou le transgéne était ciblé spécifiquement

aux reins. Jusqu’a maintenant, trois souris fondatrices PkdItagATsc2 ont été
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obtenues et 'intégrité du transgéne a été vérifiée par des analyses PCR et
Southern.

4.2 CONCLUSION

Afin de vérifier si la surexpression de Pkdl peut causer une kystogénése
rénale et une pathogenese ADPKD, trois souris transgéniques ont été générées.

La premiere souris surnommée SBP a été produite & I’aide de I’ADNc du
géne de Pkdl et des éléments régulateurs SB. Deux souris SBP analysée
présentaient des kystes rénaux et cela corréle avec les faibles niveaux
d’expression du transgéne détectés dans le rein. Par contre, nous avons noté la
présence de splénomégalies et de tumeurs & 1’abdomen chez des souris adultes
issues des lignées 45, 63A, 63B et 65.

Afin d’augmenter le niveau d’expression du transgéne dans le rein, une
deuxiéme approche expérimentale a ét€é employée. Pour ce faire, nous avons
utilisé la séquence génomique de Pkd! contenue dans un BAC pour générer les
souris SBPkdltag. Dans un premier temps, des analyses physiologiques des
fonctions rénales ont été effectuées au niveau de ’urine et du sang. Les résultats
de ces analyses ont montré une protéinurie, de I’urémie et de 1’anémie chez ces
souris. Par la suite, les analyses d’histologie ont confirmé la présence de kystes
tubulaires et glomérulaires chez toutes les souris SBPkdI1ag analysées. En plus de
la pathologie rénale, des anomalies au niveau du cceur et des poumons ont été
observées chez certaines souris en insuffisance rénale. Tout comme chez les

souris SBP, nous avons également constaté une augmentation de la taille de la rate
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chez les souris de la lignée 41 et cette pathologie corréle avec les niveaux
d’expression du transgene détectés dans cet organe.

La pathologie rénale observée chez les souris SBPkdItag montre pour la
premicre fois que la surexpression du géne Pkdl est suffisante pour causer la
formation de kystes rénaux. Ce nouveau modeéle de souris ADPKD sera fort utile
pour étudier les mécanismes moléculaires de la kystogénése et tester des
traitements potentiels.

Dans le but d’étudier également les manifestations cliniques extrarénales
observées chez les patients ADPKD, les souris transgéniques PkdItagATsc2 ont
été générées. Pour ce faire, la séquence génomique de Pkd! ainsi que ses éléments
régulateurs en 5’ et en 3’ ont été¢ employés. L’établissement des lignées est
présentement en cours et des analyses seront effectuées sous peu. Si notre
hypothése initiale est confirmée, ces souris seront un nouveau modéle murin de la
ADPKD et elles pourront étre utilisées pour étudier la pathogenése compléte de la

maladie.
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