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Résumé

Le but de l’étude était d’établir par quels mécanismes des mutations de la

protéine de Tamm-Horsfall (THP) causent la néphropathie hyperuricémique familiale

juvénile (NHFJ). Chez des familles québecoises potentielles, nous avons trouvé trois

mutations de la THP (D196A, C217G et P236L), dont une nouvelle (D196A). Les

individus atteints présentaient une diminution de la THP urinaire et de l’excrétion

fractionnelle d’urate. Toutefois, il y avait un certain chevauchement avec des

individus sains.

Des plasmides avec la THP sauvage et contenant des mutations (N128S,

D196A, C217G, P236L et C366G) ont été transfectés de façon transitoire dans des

cellules rénales d’opposum (OK). Les mutants présentaient un défaut de maturation,

dont témoigne une glycosylation partielle. Les allèles C2 17G et P236L étaient les

plus délétères in vitro, puisqu’elles causaient un stress du RE, traduit par

l’augmentation de la chaperone Bip et formaient des agrégats intracellulaires qui

n’étaient pas dégradés. Cela pourrait mener à l’apoptose et expliquer l’IRC.

Mots-clés

Néphropathie hyperuricémique familiale juvénile Transfection

Protéine de Tamm-Horsfall Microscopie

Anse ascendante large de Henlé Bip

Génétique Protéasome

Mutations Agrégation
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Résumé en anglais - Summary

The purpose of the study was to investigate mechanisms by which mutations

in Tamm-Horsfall Protein (THP) lead to Familial juvenile hyperuricemic

nephropathy (FJHN). In potential families from Quebec, we found three mutations of

THP (D196A, C217G and P236L), including a novel-one (D196A). Affected

individuals showed a decrease of urinary THP and of urate fractional excretion.

However, there was an overlap with unaffected individuals.

Plasmids containing the Wt THP and mutated forms (N12$S, D196A, C217G,

P236L and C366G) were transiently transfected in opposum kidney (OK) ceils.

Mutants displayed a defect in maturation, as witnessed by a partial glycosylation.

C217G and P236L alleles were the most deleterious in vitro, because they caused an

ER stress, translated by an up-regulation of the chaperone Bip and formed

intracellular aggregates that were not degraded. This could lead to apoptosis and

explain chronic renal failure.

Key-words

Familial juvenile hyperuricemic nephropathy Transfection

Tamm-Horsfall Protein Microscopy

Thick ascending limb of Henle’s loop Bip

Genetics Proteasome

Mutations Aggregation
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Introduction

1. Pathologies associées à ta THP

Il y a plus de 50 ans, Igor Tamm et Frank HorsfaÏl ont isolé de l’urine humaine

la protéine qui a ensuite porté leurs noms. (Tamm et al.,1950) La protéine de Tamm

Horsfall est aussi connue dans la littérature comme l’Uromoduline (Muchmore and

Decker, 1985). Le fait que cette protéine soit la plus abondante de l’urine humaine,

très conservée entre les espèces et produite à un endroit très précis du néphron, soit

l’anse ascendante large de Henlé et le début du tubule contourné distal, (Peach et aï.,

1988) suggère qu’elle joue un rôle important. Cependant, les dernières décennies

n’ont pas permis de mettre en lumière la fonction de la THP.

Récemment, des mutations de la THP ont été identifiées. Elles causent la

néphropathie hyperuricémique familiale juvénile (NHfJ) et la maladie kystique

rénale de la médullaire de type 2, qui partagent plusieurs caractéristiques. (Hart et aï.,

2002) En fait, il s’agit probablement de la même pathologie qui, dans ce mémoire,

sera appelée NHFJ pour simplifier la rédaction. La fréquence de cette maladie dans la

population est d’environ 1 par 100 000 habitants.

1.]. Aspect génétique
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Le gène causant la NHFJ a été localisé au chromosome l6p il-p 13 (numéro

191845 dans la banque de données OMIM), puis identifié comme codant pour la

protéine de Tamm-Horsfall. La première équipe à établir ceci a identifié 5 mutations

de la THP dans 5 familles différentes. (Tumer et aÏ., 2003) Par la suite, d’autres

mutations ont été décrites, touchant différentes familles à travers le monde et ce

nombre s’élevait à 34 en janvier 2005. Ces mutations sont résumées dans le tableau I

(page 2-3) (Calado et al., 2005). Ainsi, contrairement à certaines maladies comme la

fibrose kystique, où la mutation F508 est retrouvée chez environ 70% des patients

atteints, (Zielenski and Tsui, 1995) la NHFJ peut être causée par diverses mutations

de la THP.

La NHFJ est transmise de façon autosomique dominante, les patients atteints

étant hétérozygotes pour les mutations du gène de la THP, dont la structure est

présentée à la figure 1 (page 4). (Pennica et al., 1987) Le gène possède 12 exons, les

exons 1 et 2 étant non-codants, car l’ATG est présent dans l’exon 3. Il y a un

phénomène de ségrégation des mutations dans l’exon 4 avec présence de quelques

mutations dans l’exon 5.

Mutation exon référence

c.156T-.G; p.C52W 4 [15]

c.176A-.C; p.D59A 4 [11]

c.23OG-A; p.C77Y 4 [16]
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c.278_289Ue1/insCCGGCTCCT; p.V93_G97de1/insAASC 4 [12]

c.3O7G-T; p.G1O3C 4 [10]

c.334T-C; p.C112R 4 [11]

c.376T-C; p.C126R 4 [16]

c.383A—G; p.N128S 4 [16]

c.403T-A; p.C135S 4 [15]

c.443G-A; p.C148Y 4 [10]

c.444T-G; p.C148W 4 [14]

c.449G-C; p.C15OS 4 [14]

c.509G-A; p.C17OY 4 [11]

c.529_555de1; p.H177R185deI 4 [10]

c.553C-G; p.R185G 4 [18]

c.553C—A; p.R185S 4 [11]

c.563_661de1; p.E188_L221de1 4 [11]

c.5S4G-T; p.C195F 4 [15]

c.605G-eC; p.W202S 4 [15]

c.610C-G; p.R204G 4 [11]

c.649T-C; p.C217R 4 [10]

c.649T-G; p.C217G 4 [11]

c.665G—C; p.R222P 4 [11]

c.668G—A; p.C223Y 4 [17]

c.674C-T; p.T225M 4 [111

c.674C-A; p.T225K 4 [12]

c.707C-T; p.P236L 4 [15]

c.744C-G; p.C248W 4 [12]
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c.764G-A; p.C255”Y

c.844T-C; p.C282R

c.898T-G; p.C300G

c.92OA-C; p.K307T

c.943T-C; p.C315R

c.95OG-A; p.C317Y

4 [16]

4 [11]

5 [16]

5 Article présent

5 [14]

5 [14]

Tableau I. Mutations de la THP rapportées dans la littérature (adapté de la

référence: Calado et al., 2005)

A

B

Intr3n
(Kb)

Figure 1. Structure du gène de la THP humaine. (A) Exons-boîtes verticales et

introns-lignes horizontales (B) ADNc. Les zones en gris sont les zones non-

traduites. (adapté de la référence : Hart et al., 2002)

Uexon 4 pourrait être très important pour la structure de la protéine puisquil a

été démontré comme présentant une forte conservation de séquence entre les espèces,

0.13 0.10 OE56

100 bp

2024
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un grand nombre de cystéines et fa présence de 3 domaines EGF qui modulent les

interactions entre protéines. (Dahan et aÏ., 2003) La plupart de mutations sont de type

faux-sens et affectent des cystéines qui peuvent être impliqués dans la formation de

ponts disulfiire.

1.2. Mantfestations cliniques

La manifestation la plus précoce de la NHFJ est une diminution de l’excrétion

fractionnelle d’urate résultant en une hyperuricémie. Généralement, cela se produit

avant la puberté. (Kudo et al., 2004) Lors d’une étude menée au Royaume-Uni

l’excrétion fractionnelle d’urate (Efur) chez les patients atteints était de 5.1±1.6%

peu importe l’âge ou ]e sexe, alors que chez des individus en santé l’Efur était de

18,4±5.1% chez les enfants, 12.8±2.9% chez des femmes adultes et 8.1%±3.2 chez

les hommes. (Fairbanks et al., 2002) Dans plusieurs cas, l’hyperuricémie entraîne la

goutte. (Turner et al., 2003).

L’acide urique est un produit du métabolisme des purines relativement

insoluble dans l’eau. Contrairement à la plupart des mammifères, les humains ne

possèdent pas d’uricase, enzyme hépatique qui convertit l’acide urique en allantoïne,

un composé plus soluble dans l’eau. Les deux tiers de la production d’acide urique

sont éliminés par les reins, alors que le reste se retrouve dans le tractus gastro

intestinal. L’acide urique arrivant via la voie sanguine est filtré librement au niveau

du glomérule, la seconde source étant une sécrétion d’acide urique au niveau du

tubule proximal. Seulement 10% de cette quantité aboutit dans l’urine, ce qui indique
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qu’il est essentiellement réabsorbé. La partie du néphron impliquée dans le transport

est le tubule proximal, par l’intermédiaire de l’échangeur urate-anion URAT1.

(Dahan et al., 2003)

Parmi les autres manifestations cliniques, les patients avec des mutations de la

THP présentent des anomalies au niveau de l’expression de cette protéine et de

l’histologie de néphron. Des résultats de biopsies montrent qu’une étape plus tardive

du développement de la maladie est l’apparition d’une fibrose interstitielle

accompagnée d’une atrophie des tubules, d’un épaississement des membranes

tubulaires basales et d’une sclérose du glomérule. (Dahan et al., 2003) (Hart et al.,

2002)

En immunohistochimie, l’expression de la THP chez des individus sains est

représentée par un marquage intracellulaire diffus, alors qu’à la membrane apicale il

est plus intense. Par contre, les individus possédant des mutations de la THP

présentent un marquage intracellulaire intense qui suggère la présence d’ agrégats de

THP. (Dahan et al., 2003) (Rampoldi et al., 2003) En microscopie électronique, du

matériel fibrillaire a été observé au niveau du réticulum endoplasmique. (Rampoldi et

al., 2003)

Par ailleurs, les individus atteints de NHFJ avec des mutations de la THP

présentent une diminution marquée de la sécrétion de cette protéine dans l’urine,

comme démontré par la méthode d’immunobuvardage. (Dahan et al., 2003)
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(Rampoldi et aÏ., 2003) L’excrétion de la protéine est diminuée de plus de 50% par

rapport aux sujets sains, même si l’un des allèles n’est pas muté.

1.3. Progression de la maladie et traitement

Chez certains patients, la progression vers l’insuffisance rénale pourrait être

retardée en agissant sur l’hyperuricémie à l’aide d’inhibiteurs de xanthine oxidase ou

de médicaments uricosuriques. (Tumer et al., 2003) En particulier l’allopurinol

semble avoir un rôle néphroprotecteur, ce qui indique que l’acide urique serait en

partie impliqué dans le dommage rénal. (fairbanks et al., 2002) L’efficacité du

traitement semble améliorée si la maladie est diagnostiquée précocement. Une équipe

avait entrepris une détection pré-symptomatique de la NHfJ chez de jeunes enfants

en se basant sur les critères d’hyperuricérnie et d’hypoexcrétion d’urate qui

apparaissent avant la réduction du taux de filtration glornérulaire. (McBride et al.,

1998) De plus, l’avènement de la génétique a proposé un test plus spécifique, soit le

séquençage du gène de la THP. Toutefois, chez les patients atteints de cette

néphropathie la fonction rénale se dégrade avec le temps, résultant souvent en une

insuffisance rénale progressive au bout de 10 à 20 ans après l’apparition des premiers

symptômes. (Kudo et al., 2004) Dans ces cas, les derniers recours sont la dialyse et la

transplantation rénale.

1.4. Étude in vitro de mutations cliniques



$

Afin d’élucider les mécanismes par lesquels les mutations de la THP causent

la NHFJ, des études in vitro sur le comportement cellulaire de mutants de cette

protéine ont commencé, mais pour l’instant elles n’en sont qu’à leurs débuts. Il

semble toutefois que la dynamique du transport intracellulaire ou d’adressage à la

membrane de la THP soit affectée lorsqu’elle présente des mutations. Jusqu’à

récemment, les expériences effectuées portaient sur des cellules transfectées de façon

transitoire et les différences entre le type sauvage et les mutants étaient observées de

façon précoce. Sur des cellules HEK293 (rein humain embryonnaire) et de cellules

Hela, en microscopie à fluorescence, 6h après transfection, il a été remarqué que la

THP sauvage se co-localise avec un marqueur du golgi, alors que les mutants

touchant des cystéines retrouvées en clinique se co-localisent avec un marqueur du

réticulum endoplasmique. Cette rétention au RE des mutants indique un défaut de

repliement, menant à une maturation plus lente, ce qui est suggéré aussi par un

marquage membranaire de la THP effectué au FACS après 14h, où les mutants

présentent un nombre de cellules positives pour la THP membranaire qui est

significativement diminué par rapport au type sauvage. (Rampoldi et al., 2003) Les

mêmes expériences en immunofluorescence et en cytométrie en flux, également sur

des cellules HEK293, ont été effectuées par une autre équipe en utilisant deux autres

mutations cliniques touchant des cystéines et les résultats obtenus étaient semblables.

(Tinschert et al., 2004) Très récemment, des transfectants stables ont été générés pour

la THP de type sauvage et 2 formes mutantes retrouvées en clinique, soit la

substitution d’une cystéine pour une tyrosine et une délétion de 9 acides aminés. Ces

deux mutants semblaient présenter une diminution de la sécrétion de la THP dans le

milieu, tel que vérifié par ELISA, ainsi qu’une augmentation de l’apoptose par
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rapport au type sauvage. L’utilisation de chaperones comme la coichicine et le

sodium 4-phénylbutyrate corrigeait cette situation en augmentant la sécrétion de la

THP et en diminuant l’apoptose. (Choi, 2005)

2. Structure de la THP

Comme mentionné précédemment, la THP est synthétisée par un type

particulier de cellules épithéliales du rein, soit celles de l’anse ascendante large de

Henlé et au tout début du tubule contourné distal. Sa localisation est illustrée à la

figure 2 (page 10). C’est la protéine la plus abondante de l’urine humaine, où elle est

excrétée à raison de 50 à 100 mg par jour. (Cavallone et al., 2001) Dans l’urine, elle

polymérise et fait partie de la matrice des cylindres urinaires.

La structure cristallographique n’a pas encore été déterminée, mais sa

structure primaire a été caractérisée lorsque son ADNc a été séquencé. (Pennica et aï.,

1987) C’est une grande protéine de 640 aminés qui est fortement conservée entre les

espèces. Les 24 premiers acides aminés fonnent un peptide signal qui est clivé dans

la forme mature de la protéine. La THP possède 48 résidus cystéines tous conservés

entre les espèces qui peuvent former des ponts disulfure entre eux. C’est une

glycoprotéine dont les carbohydrates représentent 30% du poids moléculaire. Elle

possède $ sites potentiels de N-glycosylation. Elle est d’abord synthétisée sous la

forme d’un précurseur immature de 84 kDa dont les étapes de glycosylation

s’effectuent au RE puis au Golgi pour lui donner un poids moléculaire de 97 kDa.

Ces deux formes de la THP ont été observées par marquage métabolique de cellules



10

HeLa transfectées de façon stable. (Serafini-Cessi et al., 1993) La THP possède

différents domaines décrits ci-dessous et illustrés à la figure 3. (Page 11)
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La fonction du domaine GPI n’a pas encore été bien définie. Pour certaines

protéines, comme le récepteur du folate, il semble essentiel puisque sa fonction est

abolie si le GPI est remplacé par un domaine transmembranaire, alors que dans le cas

de d’autres protéines comme le CD73 la fonction n’est pas perturbée si le GPI est

remplacé par un domaine transmembranaire. Par contre, il semble que l’ancrage GPI

confère aux protéines un temps de résidence à la membrane plus long qu’un domaine

transmembranaire en ralentissant le «tum-over ». Aussi, le GPI, en plus de servir

d’ancrage, agirait comme transducteur de signal dans diverses fonctions cellulaires

comme l’influx de calcium, la phosphorylation des protéines tyrosines, la sécrétion de

cytokines, l’inhibition ou la prolifération de la croissance. Cela pourrait être expliqué

en partie par le fait que certaines protéines à ancrage GPT interagissent avec des

protéines transmembranaires, telles des récepteurs, pouvant moduler leur activité.

Dans les cellules polarisées, comme les cellules épithéliales rénales, le GPI ancré à

une protéine est l’un des signaux qui dirigent cette protéine à la membrane apicale.

Ce ciblage à la membrane est fortement affecté par une déplétion en cholestérol et en

sphingolipides. (Chatterjee and Mayor, 2001) En effet, certaines protéines à ancrage

GPI semblent présenter une forte affinité pour des microdomaines appelés radeaux

lipidiques qui sont enrichis en cholestérol et en sphingolipides et peuvent se déplacer

selon un modèle membranaire de mosaïque fluide. (Legler et al., 2005)

Dans le cas de l’urornoduline, l’ancrage GPI est clivé lorsque cette protéine

membranaire est libérée dans l’urine, puisqu’elle ne réagit pas avec des anticorps qui

détectent des déterminants inositol phosphate. Il a été suggéré que ce clivage se fait
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66 acides aminés en aval du site d’attachement de l’ancre GPT, soit par une protéase

ou une phospholipase D, mais non une phospholipase C. (Kobayashi et al., 2004)

2.2. Domaine Zona peltucida

Également en C-terminal, la THP possède un domaine d’homologie appelé

Zona pellucida qui s’étend des acides aminés 336 à 585. (Rampoldi et al., 2003)

Cette séquence est partagée entre autres par des protéines telles les récepteurs

spermatiques ZP2 et ZP3, la glycoprotéine-2, les tectorines Œ et t, qui possèdent

toutes un domaine transmembranaire ou un ancrage GPI, plusieurs étant sécrétées. La

fonction de ce domaine n’est pas déterminée, mais il a été suggéré qu’il agirait

comme un module de polymérisation des protéines, puisqu’il se retrouve dans des

protéines impliquées dans la formation de matrices et des filaments. La THP,

lorsqu’elle est sécrétée dans l’urine polymérise au pH acide et forme des

protofilaments qui s’enroulent sous forme de doubles hélices. Des expériences sur la

protéine ZP2 ont montré que bien que ce domaine soit situé en C-terminal il n’est pas

nécessaire à la sécrétion de cette protéine, mais plutôt à son assemblage. (Jovine et

al., 2002) Récemment, en étudiant la protéine ZP3 un modèle a été suggéré pour

expliquer le mécanisme d’assemblage des protéines à domaine ZP en polymères. À

l’intérieur du domaine ZP il y aurait deux sous-domaines formés de motifs dupliqués,

le EHP (extemal hydrophobic patch) et le IHP (intemal hydrophobic patch). Lorsque

la protéine se retrouve à la membrane ces deux domaines interagiraient entre eux pour

empêcher les protéines de polymériser. Toutefois, lorsque la protéine est clivée en C

terminal, le domaine EH? est enlevé et une fois sécrétées les protéines peuvent
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polymériser en se liant via leurs domaines IHP respectifs. (Jovine et al., 2002) Le

domaine zona pellucida se retrouve aussi dans des protéines impliquées dans le

développement des organes, telles Piopio et Dumpy chez la Drosophile. Il a été

suggéré que ces deux protéines feraient partie d’une matrice formant une sorte de

réseau qui permettrait aux réarrangements cellulaires de se faire de façon structurée.

(Jazwinska et aÏ., 2003)

2.3. Domaine D8C

Ce domaine identifié récemment est présent dans des protéines telles que

LZP, GP-2 en plus de la protéine de Tarnm-Horsfall. Sa localisation diffère selon la

protéine. Dans le cas de la THP humaine, il se retrouve entre le troisième domaine

EGP et le domaine Zona Pellucida. Le domaine D$C s’étend sur environ 130 acides

aminés et sa structure secondaire est composée de 7 feuillets bêta. Il comprend 8

résidus cystéines qui peuvent potentiellement former quatre ponts disulfure, donc il

jouerait un rôle structurel dans les protéines. (Yang et al., 2004)

2.4. Domaines EGF

La séquence de l’urornoduline prédit la présence de trois domaines EGf

(epidermal growth factor) qui contiennent également une séquence consensus qui lie

le calcium. (Pennica et al., 1987) Le domaine EGf est souvent présent sous forme de

plusieurs copies en tandem et sa présence caractérise une vaste famille qui représente

environ 3% de toutes les protéines potentielles du génome humain. (Lin et al., 2001)
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Ce domaine se retrouve dans plusieurs protéines membranaires et extracellulaires,

telles des enzymes impliquées dans la coagulation sanguine ou la fibrinolyse, des

récepteurs comme celui des LDL ou des protéines de matrices comme la fibrilline. Ce

module est généralement composé d’environ 45 acides aminés, dont 6 cystéines qui

forment des ponts disulfure stabilisant la structure. Les modules EGF peuvent servir à

médier des interactions entre protéines, comme c’est le cas pour l’urokinase et son

récepteur. ($tenfto et al., 2000)

Environ le quart des domaines EGF possède un site de liaison au calcium.

(Stenflo et al., 2000) Il a été postulé que la liaison du calcium dans ce domaine serait

très importante pour la morphologie de la protéine. (Wemer et al., 2000) Une autre

étude a suggéré que la liaison du calcium protègerait les domaines EGF contre la

dégradation protéolytique. (Reinhardt et al., 1997)

3. Fonctions proposées pour la THP

La structure de la THP peut fournir certains indices quant à sa fonction, mais

pour l’instant le rôle exact de cette protéine n’a pas été déterminé. Toutefois, des

études in vitro et in vivo suggèrent certaines fonctions.

3.]. A’Iodidation de ta réponse iminztnitaire

In vitro, il a été démontré que la protéine de Tainm-Horsfall pouvait lier

certaines cytokines recombinantes comme IL-1 et TNf. (Hession et al., 1987) Une
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étude a montré que la THP peut activer in vitro des monocytes, donc les amener à

produire du TNf-Œ et du facteur tissulaire (Tf) des molécules-clés dans l’initiation de

la réponse inflammatoire et de la coagulation sanguine. (Su et al., 1997) Également,

ajoutée dans du milieu de culture, la THP augmente la phagocytose par les

neutrophiles polymorphonucléaires via l’augmentation de l’expression membranaire

des récepteurs du complément CRI et CR3. (Yu, 1992). Une autre étude a également

pointé vers une activation des phagocytes mononucléaires par la THP, donc une

réponse inflammatoire avec relâchement de radicaux libres et de protéinases, pouvant

causer un dommage interstitiel et une fibrose. (Thornas et aÏ., 1993) La liaison entre

la THP et les neutrophiles polymorphonucléaires a fait l’objet d’une autre étude qui a

montré que les neutrophiles adhéraient très peu avec des cellules exprimant la THP à

leur surface. Par contre, après une opsonisation avec des anticorps dirigés contre la

THP, il y avait augmentation de l’adhérence des neutrophiles et une activation des

radicaux libres à l’intérieur de ces cellules, parallèlement à un relâchement de la THP.

Ainsi, suite à une réponse auto-immune dans la néphrite tubulo-interstitielle

l’accumulation de la THP pouffait être augmentée. (Cavallone et aÏ., 1999) Un travail

a aussi attribué à la THP un rôle dans la modulation des leucocytes

polymorphonucléaires. À des concentrations élevées, comme celles retrouvées dans

l’urine, la THP inhibe l’apoptose et la chirniotactisme de ces cellules immunitaires,

alors qu’elle stimule leur activité phagocytaire. À des concentrations faibles, comme

celles retrouvées dans le sang, la THP a pour effet d’augmenter la chémotaxie de ces

cellules. Ainsi des dépôts de THP pourraient exacerber une réponse inflammatoire.

(Wirnmer et al., 2004) En ce qui concerne l’immunité spécifique, la THP pouffait
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agir comme molécule co-stimulatrice dans l’activation des lymphocytes T. (Mishra et

al., 1994)

3.2. Protection contre les infections urinaires

Récemment, la THP a été identifiée comme un facteur liant l’immunité innée

et acquise en mettant l’accent sur les infections urinaires. Elle a été démontrée

comme un activateur des cellules présentatrices d’antigènes, en particulier les cellules

dendritiques, via l’activation du récepteur TLR4, une voie qui est empruntée aussi par

les LPS. (Saemann et al., 2005) Cette étude faisait suite aux résultats obtenus avec

des souris knock-out pour la THP. Une première équipe a inoculé la vessie de souris

avec la THP de type sauvages ou déficientes en THP en utilisant différentes souches

de E. cou, la bactérie impliquée dans 85% des infections urinaires. Les souris knock

out infectées avec certains types de E.coli présentaient une colonisation bactérienne

plus importante que le type sauvage, suggérant un rôle protecteur de la THP dans les

infections urinaires, possiblement en séquestrant les bactéries par la liaison de

certains de ses carbohydrates aux parois bactériennes. (Bates et al., 2004) Les mêmes

conclusions ont été tirées par une autre équipe. (Mo et al., 2004b)

3.3. Protection contre les lithiases

La structure de la THP suggère que par ses domaines EGf qui lient le

calcium, elle pourrait séquestrer cet ion et offrir ainsi une protection contre les

lithiases. Les patients lithiasiques présentent une diminution de l’excrétion de la THP
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(Rornero et al., 1997). Une étude sur le modèle murin knock-out pour la THP a

montré que les souris déficientes en THP formaient spontanément des pierres

calciques au rein à l’âge adulte. De plus, la THP semble coopérer avec l’ostéopontine

dans la protection contre les lithiases, car chez des souris de type sauvage soumise à

une surcharge de calciumloxalate dans l’alimentation cette protéine est légèrement

surexprimée et les pierres rénales n’apparaissent pas. Toutefois, chez des souris

déficientes en THP malgré une importante surexpression de l’ostéopontine il y a

formation de lithiases calciques. (Mo et aï., 2004a)

3.4. Rôle régulateur dans la fonction rénale

Des expériences in vitro ont suggéré que la THP agirait comme une barrière à

l’eau tout en laissant passer les ions. (Mattey and Naflalin, 1992) Une équipe a

proposé un rôle de la THP dans le transport du sodium en soumettant des rats à une

diète riche en sel. Par rapport à des doses de NaC1 basses, les animaux nourris avec

des quantités élevées, présentaient une augmentation de la quantité de THP en

ARNm ainsi qu’en protéine. La THP était aussi augmentée après ajout de furosérnide,

un diurétique de l’anse. (Ying and Sanders, 1998) Plus récemment, des études

effectuées sur des souris knock-out suggèrent un rôle régulateur de la THP au niveau

du transport d’ions dans le rein. Les souris déficientes en THP présentent une

diminution du taux de filtration glomérulaire et une difficulté à concentrer l’urine en

condition de privation d’eau. De plus, l’expression de plusieurs transporteurs et

canaux ioniques comme le NKA, NHE3, NKCC2, CIC-K2 est augmentée chez le

knock-out, menant à spéculer qu’une déficience en THP diminue l’efficacité de ces
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transporteurs, nécessitant l’augmentation de leur synthèse. (Bachmann et aÏ., 2005)

lYautre part, l’étude de rats exhibant un phénotype d’hyperthyroïdie a montré une

diminution de la THP, alors que l’excrétion de vasopressine était augmentée,

suggérant un rôle possible de la THP dans les mécanismes de concentration et de

dilution urinaire. (Schmitt et aÏ., 2004)

4. Voie sécrétoire et contrôle de qualité

Pour être en mesure d’accomplir sa fonction, la THP, tout comme d’autres

protéines, doit subir des étapes qui vont au-delà de la transcription et de la traduction.

Il faut qu’elle s’engage dans la voie sécrétoire et voyage entre plusieurs organelles,

où elle acquiert des modifications post-traductionnelles et une structure tertiaire qui

lui permettront d’être fonctionnelle. Un schéma des compartiments cellulaires

impliqués dans l’exocytose est présenté à la figure 4. (page 20)

4.1. Réticutum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique est un réseau de tubules qui sont en continuité entre eux

et avec la membrane nucléaire. Il est fonrié par le réticulum lisse qui a une apparence

plus dilatée et par le réticulum rugueux sur lequel sont présents les ribosomes.

(Voeltz et aÏ., 2002) Les protéines sont traduites sur des ribosomes au niveau du

cytoplasme. Généralement, la chaîne peptidique est insérée dans le réticulum

endoplasmique en cours de traduction, car les premiers acides aminés en N-terminal

forment une séquence signal qui est reconnue par SRP, un complexe ribo-protéique.
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Le groupe formé par le polypeptide, le ribosome et SRP est reconnu par le récepteur

SR associé à la membrane du RE. (Egea et al., 2005)
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Figure 4. Schéma des compartiments cellulaires

L’insertion du polypeptide au niveau de la lumière du RE se fait à travers un

complexe appelé le translocon Sec6lp qui a été proposé comme une sorte de tunnel.

(Matlack et al., 1998) Le diamètre du pore contenu dans le translocon a été estimé à

entre 40 et 60 À (Hamman et al., 1997). Cela explique que les peptides soient insérés

en cours de traduction, car ce canal serait trop petit pour accommoder des protéines

complètements traduites, puisqu’elles seraient engagées dans des étapes de

repliement.
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Lorsque les protéines sont insérées dans le RE ou après leur insertion, elles

subissent des modifications covalentes comme la glycosylation, la formation de ponts

disulfure, l’ajout d’un ancrage GPI. Les protéines acquièrent une structure tertiaire

grâce à des chaperones résidentes du RE, qui font également partie d’un système

appelé le contrôle de qualité qui s’assure que les protéines soient bien repliées avant

de leur permettre de poursuivre plus loin dans la voie sécrétoire. (Schulein, 2004) Les

principales protéines impliquées dans le repliement sont présentées dans les

paragraphes qui suivent.

4.].]. Lectines - Calnexine/Calréticuline

Les lectines sont des protéines qui s’associent avec des carbohydrates. Cette

famille comprend la cainexine et la calréticuline, qui au niveau du réticulum

endoplasmique participent au repliement de plusieurs glycoprotéines. La calnexine

est une protéine abondante, ancrée à la membrane du RE et sa fonction comme

chaperone a été suggérée lorsqu’il a été observé qu’elle s’associait de manière

transitoire et spécifique avec des glycoprotéines qui n’étaient pas complètement

repliées. (Ou et aÏ., 1993) La calréticuline, possède une structure semblable, mais elle

est présente sous forme soluble à l’intérieur de la lumière du RE et en plus de

participer au repliement des glycoprotéines elle est impliquée dans l’homéostasie du

calcium qu’elle peut lier. (Gelebart et al., 2005)

Un modèle a été proposé pour expliquer de quelle manière les lectines

peuvent participer au repliement de plusieurs glycoprotéines. Ces principes pourraient
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s’appliquer à la THP, puisqu’elle contient $ sites potentiels de glycosylation. Comme

les protéines peuvent lier différentes chaperones, il a été déterminé que si la

glycoprotéine contient ses sites de N-glycosylation à l’intérieur de 50 résidus du N-

terminal, elle s’associe tout d’abord avec la calnexine et la cairéticuline. (Molinari

and Helenius, 2000) La suite d’évérnents impliquée dans ce processus a été baptisée

le cycle calnexine-calréticuline. (Hammond and Helenius, 1994)11 est représenté à la

figure 5 (page 23).

L’étape première de ce cycle est l’ajout de glycans Glc3Man9GlcNAc2 (donc

contenant trois glucoses) dans la lumière du RE par des oligosaccharyl transférases

sur des résidus asparagine. Par la suite, grâce à l’action de la glucosidase I, un

premier glucose est enlevé, puis un deuxième est coupé par la glucosidase II générant

des résidus mono glycosylés. Cet intermédiaire de glycosylation peut être lié par la

cainexine et/ou la cairéticuline. À ces lectines peut s’attacher ERp57 qui catalyse la

formation de ponts disulfure. Par la suite, le dernier glucose restant est trimé par la

glucosidase II et la protéine peut poursuivre son chemin dans la voie sécrétoire. Si la

protéine n’est par correctement repliée, elle est reglycosylée par une glucosyl

transférase, donc elle peut à nouveau s’associer aux lectines. Ce cycle se poursuit

jusqu’à ce que la protéine ait atteint la conformation appropriée ou qu’elle soit

envoyée vers la voie de dégradation. (Helenius and Aebi, 2001) Ces étapes de

déglycosylation et de reglycosylation constituent un aspect important du contrôle de

qualité pour plusieurs protéines.

4.1.2. Disu’fiire isomérases — P131 et Eip57
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Outre la glycosylation, une autre modification covalente importante pour la

structure et la fonction des protéines est la formation de ponts disulfure. Cette

modification est essentielle pour la stabilité de plusieurs protéines. Conmie

mentionné précédemment, la THP contient 48 cystéines, qui peuvent potentiellement

former 24 ponts disulfure entre elles.

(GI

Figure 5. Cycle cainexine-calréticuline (adapté de Helenius, 2001)

L’établissement de ponts disulfure se fait par des réactions d’oxydation.

Lorsque les ponts disulfure sont incorrects, il faut les briser par réduction et les

réarranger par isomérisation. (Ellgaard and Ruddock, 2005) Ces réactions sont

accomplies par la famille des protéines disulfure isomérases. (Freedman et al., 1994)

Ces protéines sont composées de multiples domaines qui ressemblent à ceux de la

réductase cytosolique thioredoxine (Frickel et al., 2004) et leurs sites se caractérisent
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par un motif de deux cystéines séparées par deux acides aminés. Jusqu’à maintenant,

chez l’humain, 14 membres ont été identifiés dans cette famille, mais seulement une

partie d’entre eux sont capables de catalyser les réactions efficacement. (Ellgaard and

Ruddock, 2005)

Le membre principal de cette famille et le premier à être caractérisé, la PDI,

peut remplir les trois fonctions de catalyseur d’oxydation, de réduction et

d’isomérisation des thiols-disulfures. (Schwaller et aÏ., 2003) Pour catalyser la

formation de ponts disulfure l’enzyme PDI doit se trouver dans un état oxydé et cette

oxydation se fait par l’action de Erolp. (Frand and Kaiser, 1999) L’oxidoréductase

Erolp, quant à elle, semble être retenue au RE par la protéine Erp44, puisqu’elle-

même ne possède pas de signaux de rétention au RE. (Anelli et al., 2003)

Un second membre de la famille PDI assez bien caractérisé est Erp57. C’est le

plus proche homologue de la protéine PDI avec 33% d’identité en terme de séquence

en acides aminés. (Ferrari and $oling, 1999) L’oxidoréductase Erp57 joue un rôle

particulier dans l’établissement de ponts disulfure pour les glycoprotéines puisqu’elle

s’associe avec les lectines cairéticuline et cainexine. L’association avec la

cairéticuline semble s’effectuer faire via le domaine P de celle-ci. Possiblement, cette

spécificité explique une diminution d’efficacité de Erp57 par rapport à PDI interagit

directement avec ses substrats via un de ses domines, alors que Erp57 utilise

possiblement ce domaine pour lier les lectines. (Frickel et aÏ., 2004)

4.1.3. Famille Hsp7O — Bt
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Un autre système important du contrôle de qualité met en scène la famille

Hsp7O. Ces protéines utilisent l’ATP comme moteur pour lier les chaînes

polypeptidiques naissantes. (Kassenbrock and Kelly, 1989) La mieux caractérisée de

cette famille est la protéine Bip (aussi appelée GRP78) qui est soluble et présente en

grande quantité dans la lumière du RE. Cette chaperone lie les résidus hydrophobes

exposées à la surface de protéines mal repliées ou en cours de repliement. (Flynn et

aÏ., 1991) Bip peut donc lier une importante quantité de protéines et peut même

prendre le relais du système calréticuline/calnexine lorsque celui-ci est rendu

inaccessible, par exemple en ajoutant un agent réducteur, tel le DTT, dans le milieu.

(Molinari and Helenius, 2000) L’augmentation de la transcription de cette protéine

sert de marqueur du stress du RE causé par une accumulation de protéines mal

repliées. Ce rôle sera élaboré plus loin.

4.2. ERGIC

Le second compartiment par lequel les protéines synthétisées transitent est

I’ERGIC, un intermédiaire dans le transport du RE au Goïgi. Leur sortie du RE se fait

dans des vésicules enveloppées de protéines du complexe COPII. Le compartiment

ERGIC, aussi appelé VTC, est un réseau tubulo-vésiculaire localisé proche de

l’appareil de Golgi et en périphérie de la cellule. La genèse de ce compartiment a

laissé place à deux hypothèses, soit le modèle selon lequel l’ERGIC serait formé par

la fusion de nouvelles vésicules de transport ou qu’il serait un compartiment stable
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préexistant. (Schulein, 2004) Comme marqueur de ce compartiment, la protéine

transmembranaire p53 a été proposée pour l’être humain. (Bannykh et aï., 1998)

Des études suggèrent que le compartiment intermédiaire pourrait aussi jouer

un rôle dans le contrôle de qualité. Il semble reconnaître certaines protéines mal

repliées qui auraient échappé au contrôle de qualité du RE et les rediriger dans ce

compartiment. Ce transport rétrograde se ferait dans des vésicules enveloppées de

protéines du complexe COPI. (Schulein, 2004)

4.2. Appareil de Golgi

Les protéines poursuivent ensuite leur maturation au Golgi, où elles sont

transportées dans des vésicules COPII. L’ultrastructure de l’appareil de Golgi se

présente comme une suite de citernes applaties entourées de vésicules et de tubules.

Le nombre de citernes est variable selon les espèces et les tissus examinés. Ces

citernes peuvent être divisées en trois régions, soit le Golgi-cis qui fait face au RE,

suivi du Golgi-median puis du Golgi-trans. Deux modèles différents ont été proposés

pour expliquer le cheminement des protéines dans le Golgi. Une première hypothèse

est la «maturation cisternale» qui implique que des vésicules dérivées de l’ERGIC

fusionnent du côté cis pour former une citerne qui va maturer en cheminant jusqu’au

côté trans. Le second modèle propose que les protéines soient transportées dans des

vésicules d’une citerne à l’autre. (Pelham, 1998)
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Tout comme dans l’ERGTC, les protéines enveloppées dans des vésicules de

type COPI sont transportées de façon rétrograde, indiquant qu’une protéine qui aurait

échappé au contrôle de qualité initial peut être retournée au RE. (Pelham, 1998)

5. Stress du RE

Certaines conditions peuvent compromettre le repliement des protéines au

réticulum endoplasmique. Des exemples incluent l’ischérnie, la privation de glucose,

la surproduction de protéines ou la présence de protéines mutantes. (Rutkowski and

Kaufluan, 2004) Ces conditions ont en commun le fait de surutiliser la machinerie de

repliement du réticulum, ce qui cause un stress sur cette organelle, menant à ce qui

est qualifié de réponse aux protéines mal repliées (UPR).

5.]. Senseur Bt

Des modèles récents ont proposé Bip, la chaperone la plus abondante du RE,

comme plaque tournante de la réponse cellulaire suite à une augmentation de

protéines incorrectement repliées. Bip lie les résidus hydrophobes exposés à la

surface de protéines mal repliées. Lorsque des cellules sont transfectées avec des

protéines sauvages et mutantes, les marquages métaboliques montrent des temps

d’association avec Bip plus longs pour les versions mutantes des protéines, par

exemple pour le récepteur LDL, démontrant que les mutants nécessitent des efforts de

repliement supplémentaires pour les cellules. (Jorgensen et al., 2000) Suite à un stress

du RE, Bip peut être régulé au niveau de sa traduction. Si cela n’est pas suffisant, sera
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alors enclenchée la réponse aux protéines mal repliées (UPR) qui va augmenter sa

transcription. (Gulow et al., 2002)

Dans des conditions physiologiques normales, la protéine soluble Bip se

retrouve liée aux protéines qu’elle aide à replier, mais une partie importante lie aussi

les protéines membranaires ATf6, IRE1 et PERK les gardant inactives. Lorsque les

protéines mal repliées s’accumulent dans le RE, la chaperone Bip lie ces protéines,

libérant ainsi les trois protéines membranaires indiquées ci haut et les rendant actives

pour leur permettre de s’engager dans la réponse UPR. (figure 6 à la page 29)

5.1.1. ATF-6

ATf-6 est une protéine de 90 kDa présente de façon constitutive à la

membrane du RE. (Haze et al., 1999) Lorsqu’ATF-6 est libéré de son interaction avec

Bip lors d’un stress du RE, il migre dans l’appareil de Golgi via des vésicules COPII.

(Nadanaka et al., 2004) Là, il est clivé de façon séquentielle par les protéases SPi et

SP2 pour générer un fragment qui devient un facteur de transcription actif. (Shen and

Prywes, 2004) Cette nouvelle protéine de 50 kDa acquiert une localisation nucléaire.

ATf-6 peut alors stimuler la transcription de chaperones, telles Bip, en se liant

directement sur leur promoteur à une région consensus appelée l’élément de réponse

au stress du RE (ERSE). (Yoshida et al., 199$) ATf-6 lie également l’élément ERSE

du facteur de transcription XBP-1 et augmente sa transcription. L’ARNrn est XBP-1

doit être augmenté avant qu’il ne puisse être épissé pour générer la forme active qui
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peut augmenter sa propre transcription et celle de Bip en se liant aux éléments ERSE.

(Yoshida et al., 2001)
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Figure 6. Mécanismes de la réponse au stress du RE (adapté de Imaizumi, 2004)

5.1.2. IRE]

IRE 1 est une protéine sérine/thréonine kinase qui possède également une

activité endoribonucléase. Deux homologues existent chez l’être humain, soit IRE1Œ

qui est exprimé de façon ubiquitaire et IRE 1 f3 qui est présent seulement dans les

poumons et l’intestin. (Miyoshi et al., 2000) Lorsqu’il est libéré de son interaction

avec Bip, il dimérise via des acides aminés dans son domaine luminal et devient actif.

(Liu et al., 2002) Son activité RNase s’exerce directement sur XBP-l, en excisant un
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intron de 26 paires de bases, permettant de coder pour un facteur de transcription

actif. (Calfon et aÏ., 2002). Comme indiqué précédemment cette étape nécessite

l’activation de la voie ATF-6 pour augmenter la transcription de XBP-l, donc c’est

une étape un peu plus tardive de l’UPR.

5.1.3. FERK

Alors qu’ATF-6 et IRE1 agissent sur la transcription, la protéine PERK

influence la traduction, qui en fait est la première réponse cellulaire de la voie UPR.

(Rutkowski and Kaufinan, 2004) Lorsqu’elle n’est plus liée à la chaperone Bip,

PERK dirnérise et peut exercer son action kinase sur le facteur de traduction eif2a

qui, une fois phosphorylé, devient inactif, menant à une diminution de la traduction

de la plupart des ARNm. Cela permet de réduire la quantité de protéines que le

réticulum endoplasmique reçoit pour être repliées.

De plus, ce moyen permet d’augmenter certaines protéines qui sont

indépendantes d’eiF2Œ pour leur traduction, comme le facteur de transcription ATF-4.

Celui-ci peut augmenter la transcription de Bip en se liant à une région promotrice

différente du ERSE. Il augmente aussi l’expression de CHOP, une protéine impliquée

dans l’apoptose. (Luo et al., 2003)

5.2. Dégradation etprotéasorne



31

En plus d’augmenter la machinerie de repliement, une autre façon pour la

cellule de gérer une augmentation de protéines mal repliées suite à des mutations ou

des dommages métaboliques est d’envoyer ces protéines vers la voie de dégradation

(ERAD). Le joueur clé de ce processus est le système ubiquitine-protéasome. Ce

système est utilisé en conditions physiologiques, puisque des protéines sont sans

cesse dégradées. Cependant, il devient encore plus sollicité lors d’un stress du RE.

Généralement, les protéines dirigées vers la dégradation reçoivent sur leurs lysines

une étiquette sous forme de chaîne polyubiquitine. L’ubiquitine est un petit

polypeptide de 76 acides aminés très conservé et ubiquitaire. (Hershko and

Ciechanover, 199$) Par contre, au cours des dernières années il a été démontré que la

dégradation par le protéasome pouvait également s’accomplir de façon indépendante

de l’ubiquitine. (Orlowski and Wilk, 2003)

Le protéasome est très abondant, représentant environ 0,6% des protéines

cellulaires dans les cellules Hela. (Hendil, 19$$) Il est présent chez les eucaryotes

dans le cytoplasme et/ou le noyau. Dans le cytoplasme, il se trouve associé à la

surface externe du réticulum endoplasmique et au réseau du cytosquelette. (Wojcik

and DeMartino, 2003) Le protéasome 26$ est composé d’un complexe multiprotéique

appelé 20S qui est Je cylindre catalytique et d’un complexe régulateur 19$. (Groli and

Huber, 2004) Avant d’être dégradées, les protéines doivent quitter le RE et être rétro

transloquées dans le cytosol. Ce transport se fait via le translocon Sec6lp, tout

comme l’entrée des protéines dans le RE. C’est à l’intérieur de la structure catalytique

que les protéines sont désubiquitinylées, déstructurées, puis hydrolysées.

(Andermarcher et aÏ., 2005) Il existe plusieurs inhibiteurs de ce complexe, dont la
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lactacystine et MG-132. (Groli and Huber, 2004) Ces substances ont permis de mettre

en lumière l’implication du protéasome dans la dégradation de plusieurs protéines

mal repliées, tel un variant mutant du récepteur ô-opioïde. (Petaja-Repo et al., 2001)

5.3. Agrégation

Si la cellule fait face à un nombre important de protéines mal repliées, il se

peut que le système des chaperones et celui de la dégradation protéasomique soient

surchargés. Les protéines peuvent alors s’accumuler dans la cellule et former des

agrégats toxiques. Le résultat de ce phénomène a été caractérisé récemment sous le

ternie “agresome”. L’agresome est un agrégat unique perinucléaire localisé autour des

centrosomes, proche du Golgi. C’est un amas de protéines non dégradées, de

protéasomes et de molécules d’ubiquitine, entouré d’un halo formé par le filament

intermédiaire vimentine. Il semble donc que les protéines inefficacement dégradées

ne s’accumulent pas un peu partout dans la cellule, mais qu’elles sont dirigées vers un

endroit précis par un transport dépendant des microtubules. (Johnston et al., 1998)

Jusqu’à maintenant, il n’a pas été établi si les agresomes jouent un rôle protecteur ou

cytotoxique. Par contre, leur présence est notée dans plusieurs maladies

dégénératives. Il semble aussi que l’expression de protéines qui s’agrègent diminue

l’efficacité du système ubiquitine-protéasome. (Bence et aÏ., 2001) Bien que le

phénomène d’agresorne soit commun à plusieurs protéines mal repliées, les agrégats

peuvent aussi prendre une fonrie différente. En outre, le peptide amyloïde 3 forme

des agrégats multiples localisés dans le cytosol et le noyau. (Buckig et aÏ., 2002) Des



agrégats protéiques peuvent aussi se former au réticulum endoplasmique. (Tarabal et

al., 2005)

5.4. Apoptose

Il a été observé qu’une surcharge du réticulum endoplasmique peut entraîner

dans les cellules des changements morphologiques caractéristiques de l’apoptose. Un

stress du RE chronique causé par l’exposition à la tunicamycine, un agent inhibant la

N-glycosylation, mène à un rapetissement des cellules, une fragmentation nucléaire et

une condensation de la chromatine. (Hitomi et al., 2004b)

La première voie implique les caspases. Avant de présenter le lien entre ces

protéines et le stress du RE, cette famille sera introduite brièvement. Les caspases

sont une famille de protéases qui normalement résident dans le cytoplasme sous leur

forme inactive. Leur activation nécessite un clivage, généralement après un résidu

aspartate. Ce clivage s’effectue souvent en deux étapes, la première sépare les

grandes sous-unités des petites et la seconde est l’enlèvement du pro-domaine en N

terminal. (Zimrnermann and Green, 2001) Le clivage peut être effectué par diverses

protéases cellulaires, mais également par un groupe de caspases. Ces caspases

constituent la famille des caspases initiatrices (caspases-2, -8, -9, -10, -12),

caractérisées par un long pro-domaine, qui peuvent activer le groupe des caspases

effectrices (caspases-3, -6, -7) possédant un pro-domaine court. Une fois activées, les

caspases peuvent cliver de façon très sélective des substrats qui vont mener aux

altérations morphologiques observées pendant I’ apoptose. Leurs cibles incluent des
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protéines cytoplasmiques et nucléaires, des protéines impliquées dans le métabolisme

et la réparation d’ADN, des protéines kinases et plusieurs autres. (Eamshaw et aï.,

1999) Récemment, la liste de toutes les cibles des caspases s’élevait à 280 protéines.

Des exemples incluent Gas2, impliquée dans l’organisation des microtubules, et dont

le clivage contribue aux changements observés dans la forme des cellules. D’autre

part, la désintégration du noyau est observée suite au clivage des lamines, protéines

participant à la structure de la membrane nucléaire. (Fischer et al., 2003) Une

représentation schématique de l’implication des caspases suite à divers stimuli

apoptotiques se retrouve à la figure 7 (page 35).

Beaucoup d’études sur le stress du réticulum endoplasmique ont mis l’accent

sur la caspase-12, puisqu’elle est localisée à la membrane du RE, du côté cytosolique.

Dans un modèle murin, son action a été montrée spécifique à l’apoptose causée par

un stress du RE, lorsqu’induit par un excès de protéines dans le RE ou par le peptide

arnyloïde i3. (Nakagawa et al., 2000) Une étude a montré que la caspase-12 peut être

clivée et rendue active par la caspase-7, après la translocation de celle-ci du

cytoplasme jusquau RE. (Rao et al., 2001) Il a été trouvé que la caspase-12 peut

activer la caspase-9 qui à son tour clive la caspase-3. (Morishima et al., 2002) Par

contre une autre équipe a suggéré que la caspase-12 puisse activer la caspase-3

cytosolique, mais de façon indirecte. (Hitorni et aï., 2004b)

Toutefois, il s’est avéré que même si l’être humain possède une protéine

homologue à 68% à la caspase-12 murine sur le chromosome Il, l’épissage alternatif

rend cette protéine tronquée et inactive. (Fischer et al., 2002) Par contre, chez
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l’humain, la caspase-4 présente 48% d’homologie avec la caspase-12 murine. II a été

établi qu’elle est localisée aussi au niveau du RE est qu’elle est activée par clivage lors

d’un stress de cette organelle, entre autres causé par une exposition à la tunicamycine.

(Hitomi et al., 2004a)

Figure 7. Apoptose et caspases. (adapté de Phu]chenkov, 2004)

Une autre protéine liée à l’apoptose est CHOP, qui est surexprimé en réponse

à un stress du RE. (Barone et aÏ., 1994) fi n’a pas été déterminé de quelle façon cette

protéine induit l’apoptose, mais elle mène à une augmentation intracellulaire des

espèces réactives d’oxygène en causant un dommage oxidatif et régule l’expression

des protéines de la famille Bd-2, impliquées dans la voie apoptotique mitochondriale.

(McCullough et al., 2001) L’implication de la voie JNK par l’intermédiaire de IRE1 a

aussi été observée dans l’apoptose causée par un stress du RE. (Urano et al., 2000)
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s’accumule à deux endroits différents, dépendamment du mode de transmission de la

mutation chez les patients. Les mutations transmises de façon autosomique récessive

causent une accumulation de AQ2 au niveau du RE, alors que la transmission

autosomique dominante mène à une accumulation dans le Golgi, les endosornes

tardifs, les lysosomes ou la membrane basolatérale. Une dégradation partielle de ces

protéines mutantes se fait au niveau des lysosomes et du protéasorne. (Hirano et al.,

2003) D’autres mutations responsables du diabète insipide néphrogénique touchent le

récepteur à la vasopressine (AVPR2). Lorsqu’il est muté, la capacité de ce récepteur à

lier la vasopressine est fortement réduite, altérant la cascade qui mène à la production

d’AMPc et par conséquant l’incorporation des canaux AQ2 à la membrane luminale.

(Pan et al., 1994) La plupart des mutants AVPR2 sont des protéines mal repliées et

retenues à l’intérieur des cellules. Plus rarement, ils présentent un ARNm instable

dégradé rapidement ou sont amenés à la membrane, mais avec des défauts de liaison

de la vasopressine. (Reviewé par Fujiwara and Bichet, 20O)

6.2. Emphysème héréditaire avec maladie du foie

Ce désordre qualifié de déficience en alpha 1-antitrypsine (AAT) est transmis

de façon autosomique récessive. Malgré l’existence de plusieurs mutations, le variant

le plus répandu est une substitution d’un glutamate pour une lysine en position 342.

(McCracken et al., 1989) Les protéines mutantes sont mal repliées et comme

seulement une fraction est dégradée, elles s’accumulent à l’intérieur du RE.

Seulement environ 15% des protéines sont sécrétées. (Le et al., 1992) Les mutants

activent la réponse UPR, comme en témoigne l’augmentation de l’expression de la
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chaperone Bip. (Lawless et aL, 2004) Dans le cas du phénotype de cirliose, il est de

plus en plus clair qu’il est causé par l’accumulation des protéines AAT mal repliées

dans le RE des hépatocytes, donc un gain de fonction toxique. Par contre,

l’emphysème semble être lié au fait que les niveaux d’ATT sécrétée étant très réduits

elle est beaucoup moins efficace pour protéger les poumons contre les élastases, donc

il s’agit d’une perte de fonction. (Lomas and Parfrey, 2004)

6.3. Rétinite Pigmentaire

Cette maladie dégénérative est caractérisée par une perte de vision nocturne,

puis périphérique et centrale. Chez près de 15% des patients elle est causée par des

mutations dans le pigment rhodopsine qui sont essentiellement transmises de façon

autosomique dominante. (Chapple et al., 2001) Il a été montré que la protéine

mutante s’accumule au niveau du RE et du Golgi, donc n’est pas transportée à la

membrane plasmique de façon efficace. (Kaushal and Khorana, 1994) Par contre, une

étude plus récente suggère que les mutants s’accumulent plutôt de façon

juxtanucléaire dans des structures répondant aux caractéristiques des agresornes.

(Saliba et al., 2002) Il semble que le mauvais repliement de la rhodopsine mutante

mène à un gain de fonction toxique plutôt qu’une perte de fonction, puisque des

souris knock-out hétérozygotes présentent peu de mort des photorécepteurs.

(Humphries et al., 1997)
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ABSTRACT

Familial juvenile hyperuricernic nephropathy (FJHN) is an autosomal dominant

disease that can be caused by mutations in the uromodulin gene, encoding the Tarnrn

Horsfall protein (THP), and leads to progressive renal failure and hyperuricemia. The

mechanisms responsible for the renal disease and hyperuricemia are flot well

understood. We studied 3 farnilies in a French-Canadian population and performed a

genotype-phenotype study on clinical and in vitro mutant phenotypes. We identified 3

mutations including a novel one (D96A). Clinical phenotypes included reduced

excretion of THP with rnodest polyuria and decreased fractional excretion of calcium

and urate. In vitro, mutants showed retention in the endoplasmic reticulum,

intracellular accumulation of immature THP, resulting in the induction of an unfolded

protein response (UPR) as measured by Bip expression. Variable decreases in THP

ceil surface expression and formation of intracellular aggregates were also

demonstrated. Coichicine and chemical chaperones were not able to increase the

maturation of mutant THP in vitro. THP mutants in FJHN show variable degrees of

misfolding, with activated unfolded protein stress response and intracellular

aggregate formation. Sustained activation of the UPR is probably responsible for

progressive renal failure from tubular apoptosis.
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INTRODUCTION

Familial juvenile hyperuricemic nephropathy (FJHN), medullary cystic kidney

disease (MCKD) and glornerulocystic kidney disease (GCKD) forrn a group of

autosomal dominant disorders characterized by progressive chronic renal failure

(CRF) and hyperuricernia of the hyposecretory type frequently accompanied by gout.

(reviewed in [1]). Additional flndings include renal cortico-medullary cysts.

Urinalysis is usually unremarkable and kidney biopsy characterized by severe

interstitial nephropathy. End-stage renal disease occurs between the second and fifth

decades of life. In 2002, Hart et al identified mutations in the gene encoding

uromodulin (also known as the Tamm-Horsfall protein or THP) in families with

MCKD and FJHN [21. b date more than 30 mutations have been described in

different dornains ofthe protein, with more than 60% affecting a cysteine residue [1].

The mechanisms by which uromodulin mutations lead to microcyst formation, CRF

and hyperuricemia are thought to resuit from misfolding and retention in the

endoplasmic reticulum (ER) of immature mutant THP in the thick ascending limb of

Henle’s loop [3]. Coichicine and 4-phenylbutyrate have been suggested to increase

membrane surface expression of mature mutant urornodulin in vitro [4]. offering hope

for future treatrnent.

In the present study, we identified 3 French Canadian families with uromodulin

mutations and determined in vitro mechanisms responsible for the disease. Our

resutts show that mutants have significant but variable defects in protein maturation
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and induce an unfolded protein stress response. However, chemical chaperones and

coichicine are large!y ineffective in favouring maturation of mutant THP.
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METHOUS

Famity screening

This study was approved by an institutional review board. Three families with a

ciinical history compatible with fJHN or MCKD were identified. Ail showed a

history of autosomal dominant CRF with unrernarkabie urinary findings and

hyperuricemia (with or without gout). One famiiy was of Itatian descent and the other

2 were French Canadian. Clinical records were reviewed for each member when

availabie. Biood samples and 24-hour urine collections were obtained for most living

affected subj ects.

Uromodulin gene sequencÏng

Genomic DNA was extracted from biood sampies by standard rnethods. Ail 12 exons

were sequenced with intronic primers (avaiiable upon request). Amplification was

perforrned for 35 cycles using standard poÏymerase chain reaction (PCR) methods.

The PCR products were sequenced using a commercially available kit (BigDye

Terminator 3.0 Cycle Sequencing Kit from Applied Biosystems) on an ABI PRISM

3100 automated sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Both DNA

strands were sequenced and anaiyzed using the software provided by Applied

Biosystems. Sequence alignrnents were performed with bl2seq

(http: /wwxv.nchi.nim.nih.gov/BLÀS I) and CLUSTALW (http://hioweb.pasteur.ft)

online software. We used either a SNaPshot strategy for pedigree I (Applied

Biosystems. Foster City. CA) or restriction enzyme digestion of amplified DNA for
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pedigrees 2 and 3 (Mspl and Btgl, respectively) (Invitrogen, Burlington, ON) to

confirm the presence of the mutations.

ELISA assay

An ELISA assay was used to quantify the urinary excretion of THP, with purified

hurnan uromodulin as standard. Diluted urine samples were dissolved in 20 mM

sodium carbonate at pH 9.6, incubated ovemight at 4 oc in polystyrene plates and

blocked with BSA 1% in PBS. The plates were then incubated for 1 hour at room

temperature with a sheep polyclonal antibody against THP (urornucoid) diluted in

TBS (1:4000, Abcarn, cambridge, MA). The plates were washed with TBS

containing 0.05% Tween 20, and incubated for 30 min at room temperature with a

horseradish peroxidase-labelled rabbit polyclonal antibody against sheep IgGs diluted

in TBS (1:5000, Abcam, cambridge, MA), and washed again with TBS-Tween.

Finally, a substrate solution (a-phenylenediamine 200 imol in 10 ml of 0.1 M citric

acid, pH 5.3) was added to the plates and the color reaction was stopped by adding

30% sulfuric acid. Absorbance readings wereperfornied at 492 nm.

Uromodulin mutant constructs

four different mutant cDNA molecules were constructed, including those identified

in our pedigrees as well as mutant N128S previously found in a farnily with FJHN

[5]. Mutant cDNA molecules were cloned from 129/SvJ mouse kidney cDNA as

template for pER. Primers for PCR (Table I) were designed to introduce a daT site



47

upstream of the start codon, a NotI site downstream of the stop codon. A FLAG or

MYC tag and a NheI site downstream of the signa] sequence were also added. The

constructs were cloned in the ClaI and NotI sites of the pLRES/puro2 vector between

the CMV promoter and a bovine growth hormone polyadenylation signal. Point

mutations were generated with the QuikChange Mutagenesis kit (Stratagene, La Joua,

CA) using the forward primers described in table I and the complementary reverse

primers (the rnutated nucleotide is underlined). Sequences from ail constructs were

confirmed on both DNA strands.

Ceil culture and transfection

Epithelial ceils from the proximal tubule of Opossum Kidney (OK) (ATCC, CPI-

1840) which do not express THP were grown in MEM (liwitrogen, Burlington, ON)

supplernented with 10% FBS (Invitrogen, Burlington, ON) and 100 I.U/mL peniciilin

plus 100 jig/mL streptomycin (Invitrogen, Burlington, ON) in a humidified 5% CO2

air atmosphere at 37°C. Ceils were seeded in 60 mm petri dishes or 6-well plates, and

transfected when subconfluent with 2 p.g of each construct and 5 iL of Lipofectarnine

2000 (Invitrogen, Burlington, ON) in Opti-MEM medium (liwitrogen, Burlington,

ON). Four hours after transfection, the medium was replaced with complete culture

medium. Ceils were harvested at the indicated times. Where appropriate, ceils were

incubated with 5 iM ofthe pmteasome inhibitor MG-132 for 16 hours (Calbiochem,

Mississauga, ON) 24 hours post transfection to inhibit protein degradation. Where

indicated, ceils were treated with 1 tg/mL oftunicarnycin (Sigma, Oakville, ON) for

16 hours to induce ER stress.
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Western blotting analysis

Celis were collected by scraping in cold PBS at indicated times post transfection and

were lysed by sonication. Total protein concentration was determined by Bradford

assay using bovine serum albumin as a standard. Twenty ig of total proteins from

each sample were precipitated by i% volume of TCA 50% and denatured for 5 min at

95°C in Sample Buffer containing f3-rnercaptoethanol. Samples were run on 7.5%

SDS-PAGE gels and transferred to nitrocellulose membranes (Pail, Mississauga,

ON). Following blocking with 5% nonfat dry miik for 30 minutes at room

temperature, membranes were probed with the prirnary antibodies diluted in 0.5%

nonfat dry rnilk oveniight at 4°C. Primary antibodies were mouse anti-FLAG (1:3000,

Sigma, Oakville, ON), mouse anti-actin (1:1000, Lab Vision, Montreai, QC), mouse

anti-Bip (1:5000, BD Biosciences, Mississauga, ON). Membranes were then washed

with PBS 0.1% Tween-20 and probed with the secondary anti-mouse IgG antibody

conjugated with horseradish peroxidase (1:1000, Sigma, Oakviiie, ON) for 1h at room

temperature, then washed again with PBS 0.1% Tween-20. Bands were visualized

with Lumi-Li ght S ubstrate (Roche, Lavai, QC).

Pulse-eh ase

Ceit ÏctbeÏing anti hctrvesting

Transfected ceils were washed twice with PBS 16h post-transfection and the

medium was replaced with 1 mL of methionine and cysteine-free MEM culture

medium (Invitrogen, Burlington, ON) supplemented with 10% dialyzed FBS. After

1h at 37°C, the medium xvas removed and replaced with 0.5 mL of the same medium,
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containing 50 ici of 3S-Express Protein labeling mix (PerkinElrner, Montreal, QC).

After 1h at 37°C, the labeling mixture was rernoved and replaced by 2 mL of

unlabeled MEM + 10%fBS. After the appropriate incubation period, the medium was

removed, the ceils washed once with I mL of cold PBS and harvested by scraping in

0.5 mL cold PBS. Celis were collected by centrifugation at 3000g for 5 minutes and

the pellets were dissolved in 100 !IL cold lysis buffer (2OmM Tris.HC1 pH 7.4, 1M

NaCY, lmM DTT, 1% Triton X-100) and 0.1% Protease Inhibitor Cocktail (Sigma,

Oakville, ON). Cd lysates were kept at -20°C until analysis. Where appropriate,

lmM N-acetylcysteine (NAC), 5mM taurine and 0.5 mM coichicine (Sigma,

Oakville, ON) were added to the media 4 hours post transfection until harvesting

(except for NAC whicli vas removed during the incubation with methionine and

cysteine-free medium).

Inhin iiizoprecipitatioii

The immunoprecipitation was perforrned using a FLAG-96 well immunoprecipitation

plate (Sigma, OakviÏÏe, ON) according to the rnanufacturer’s protocol. Briefly, ceil

lysates were centrifuged at 10 000 g for 10 minutes to rernove debris and supematants

transfeiied to the anti-fIag M2 coated plate. The plate was put on a rocking platforrn

for 1h at 4°C. The wells were washed 4 tirnes with 200 cL of Wash Buffer (5OmM

Tris.HCJ pH 7.4, 1 5OrnM NaC1).
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Western btotting

60 tL of lx sample buffer was aclded to each well. The plate was sealed and vortexed

gently for 30 minutes. The content of each well was transferred to a microcentrifuge

tube and heated at 95°C for 5 minutes. The samples were separated on a 7.5% SDS

PAGE gel and transfened on a nitrocellulose membrane (Pail, Mississauga, ON). The

membrane was dried and the labeled proteins were detected by autoradiography for

24 hours using a Storm $40 Phosphorimager (Amersharn Biosciences, Baie d’Urfé)

and the bands were quantified with the IrnageQuant 5.2 software.

RNase protection assay

RPA was performed using the RPAII kit (Ambion, Austin, TX) according to the

rnanufacturer’s instructions. Briefly, 32P-labelled antisense probe (—4-8 x i0 cpm)

was rnixed with 10 jig of total RNA and precipitated with 0.5 M NH4OAc in 2.5

volumes ofethanol. The pellets were resuspended in 10 jiL ofHybridizationlll buffer,

heated at 95°C for 3 minutes and incubated ovemight at 42°C. The reaction mix was

digested with RNAse A/T1 for 30 minutes at 37°C in 150 1aL RNase digestionlil

buffer. After addition of RNase Inactivationlil solution, the samples were incubated

for 30 minutes at -20°C and centrifuged at 16 500 g for 15 minutes at 4°C. The pellets

were resuspended in lx loading buffer, denatured for 3 minutes at 95°C onto a

sequencing gel (6% polyacrylamide/8M urea) that had been pre-nin for 20 minutes.

S amples were subjected to electrophoresis for 1.5 h at so W and the gel was dried and

exposed to film ovemight at -80°C. The resuits were revealed using Storm 840

Phosphorirnager (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, QC).
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Immunofluorescence and Confocat Imaging

Transfected celis grown on coverslips in 6 well-plates were fixed with 3.7%

formaldehyde for 30 minutes or with methanol at -20°C for 20 minutes (when anti

giantin antibody was used). After washing with PBS, celis were permeabilized when

appropriate using 0.1% Triton X-100 in PBS for 30 minutes. Celis were blocked for

1h with 10% FBS in PBS and exposed to the prirnary antibodies for 1h. Primary

antibodies were mouse anti-Flag (1:500, Sigma. Oakville. ON). rahbit anti-flag

(1:500. ARR. Hornby, ON), mouse anti-Bip (1:1000, BD Biosciences, Mississauga,

ON), rabbit anti-giantin (1:250. Covance, Hornby, ON). rabbit anti-proteasorne 20S

subunit alpha 5 (1:250. ARR. Hornbv. ON). Celis were then washed 3 tirnes with

PBS for 5 minutes with shaking before being incubated with the secondary antibody

for 1h in the dark. Secondary antibodies were Texas Red conjugated goat anti-mouse

(1:500, Molecular Probes, Burlington, ON), Texas Red conjugated anti-rabbit (1:500,

Molecular Probes. Burlington. ON), f ITC conjugated goat anti-rabbit (1:500.

Antibodies Inc., Hornbv. ON) and AlexaFluor488 conjugated anti-mouse (1:500,

Molecular Probes. Burlington, ON). After 5 washes of 5 minutes with PBS.

coverslips were mounted on siides using antifade Vectashield Moctnting Medium

with DAPI (Vector Laboratories, Burlington, ON). Ceils were visualized using either

an Olympus 1X7 1-FV300 confocal microscope (for colocalisation) or a Leica DMRE

microscope.
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RESULTS

Clinical data

Pedigree 1 included 43 individuals, 13 ofwhich were found to have characteristics

compatible with Fil-N (Table 2 and Figure I). At ascertainment. 4 relatives were

either on dialysis or had received a kidney transplant (II-l. II-4, II-5 and III-2$).

Mean age to end-stage renal disease (ESRD) was 47.5 years. Five other relatives (III-

2, III-3, III-34, III-36, III-3 8) presented variable degrees of chronic renal failure

(CRF) and hyperuricemia. Ultrasound evaluations in 3 subjects demonstrated bilateral

small cortical or corticomedullary cysts with variable renal sizes (2 with normal and 1

with small kidneys). Subject I-901 died at age 54 from myocardial infarction and had

a history of CRF with gout, as did II-903, II-904, II-905 for whom causes of death

were not specffied.

In pedigree 2, 3 subjects had CRF (II-l, II-3 and III-6). II-l and II-3 also presented

gout, while III-6 was treated with allopurinol for hyperuricernia. Individual I-90 1

died at 36 years from cardiac failure. He had a strong history of gouty arthritis and

renal failure.

In pedigree 3. individuals II-2, II-5 and III-3 had CRF. II-2 and II-5 had a history of

gout and III-3 was treated with allopurinol because of severe hyperuricernia. Patient

I-90$ was diagnosed with renal insufficiency and gout in the fourth decade and died

at 64 years from an unknown cause. Patient II-6 had 3 episodes of gout but her renal

function was normal at ascertainment.
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Sequencing Analysis

Sequence analysis ofthe 12 exons ofthe urornodulin gene from affected subjects in

pedigree I revealed the existence of a mutation in codon 236 (exon 4), previously

described in a Japanese kindred [6], that resuits from a C to T transition ($12C > T),

and substitutes a leucine for a proline. In pedigree 2, we found a mutation (7541> G)

in codon 217 (exon 4) substituting a glycine fora cysteine. This mutation has been

described in a Belgian family [7]. The third pedigree revealed a previously

undescribed mutation in exon 4 (692A> C) substituting an alanine for an aspartic

acid in codon 196. AIl mutations were absent in ail unaffected members of the

kindreds.

In vivo urinary THP secretion

Figure 2 shows the 24 hour excretion of Tamm-Horsfali protein piotted against the

creatinine clearance in affected. affected transpianted and unaffected members ofthe

farnilies. As can be seen, affected subjects have uniformly iow urinary THP excretion

but there is occasionai overlap with unaffected relatives.

In vitro TUP expression

Expression of recombinant wild type and mutant THP was analyzed from total

cellular extracts of transiently transfected OK celis (Figure 3A). The typical pattern

was a double band, corresponding to the partially glycosylated precursor (--9OkDa)

and the fully glycosylated mature protein (1O5kDa). The precursor is partially
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glycosylated, since treatrnent with tunicarnycin, which inhibits N-linked

glycosylation in the endoplasmic reticulum (ER), yields a molecular weight of 72

kDa, as predicted by the sequence of amino acids (data flot shown). The pattern of

expression for the mutants was clearly different from that of the wild-type (wt),

which consisted in a single band corresponding to the fully glycosylated form. The

mutants displayed lower levels of the mature 105 kDa band and the presence of an

immature form (90 kDa). The profiles differed between mutants. P236L displaying

the largest defect in glycosylation. These resuits show that the maturation of THP is

variably affected in FJHN mutants. Differences in protein expression were flot caused

by translation efficiency since ail constructs generated similar amounts of mRNA by

RNase protection assay (Figure 3B).

Maturation kinetics of mutant and wild-type THP

Ihe maturation kinetics for mutant and wt THP were evaïuated by metabolic

labelling (Figure 4). Resuits show that for ail mutants, maturation was variably

impaired. particularly for P236L for which the fraction of mature THP represented

approximatelv 30% ofthe initially labelled THP after 24 hours (cornpared with 75%

for the wt). The total amount ofradioactivity associated with ceils was approximately

equal at ah tirne points for ail constructs (corresponding to approxirnately 3 0%).
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Effect of proteasome ïnhibïtion on THP expression

b assess whether the mutant misfolded proteins are degraded by the proteolytic

machinery of the 26S proteasome we treated transfected celis with MG-132, an

inhibitor of the proteasome (figure 5). for ail mutants, the lower band (corresponding

to the immature precursor) was increased following MG-132 treatment cornpared to

untreated transfected celis. confirming that mutant proteins are degraded by the

proteasome. Inhibition of proteasomal degradation had more impact on mutants

N12$S and D196A, which displayed lower baseline levels ofthe immature band. for

the Wt. the same 9OkDa band also appeared upon treatment with MG-132, suggesting

that a fraction of w-t THP can be misfolded and deraded. However. wl immature

THP expression ievels were significantly lower at baseline and following proteasome

inhibition.

Endoplasmic reticuium stress and expression ofthe Bip chaperone

b test the hypothesis that mutant THP causes ER stress, we exarnined the expression

of Bip (figure 6) which is upregulated in the presence of misfolded proteins

(reviewed in [81). Bip is a molecular chaperone Iocated in the ER that binds to

exposed hydrophobic patches and helps in folding [9]. Bip expression was assessed

by western blot 40h post transfection since ER stress occurs progressively as

misfoided proteins accumulate. Tunicamycin, an inhibitor of N-glycosylation of

newiy synthesized proteins, served as a positive control for ER stress. While the

expression of Bip in ceils transfected with Wt THP was almost identical to mock
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transfection, the mutants displayed increased expression of Bip, which was

statistically significant for C217G, N12$S and P236L (P-value < 0.05).

Membrane expression of THP by immunofluorescence microscopy

EarÏy after transfection, THP has been reported to dispÏay a clear membrane ÏabelÏing

with the presence of several projections [3]. We also noticed a well deflned

membrane tabelling with some punctuate aggregates (Figure 7), 40 hrs after

transfection, which might represent enrichment of the GPI-anchored THP in

particular regions such as lipid rafts [101. Membrane expression ofTHP mutants did

flot differ signiflcantly from the Wt. except for P236L, which displayed a clearly less

intense labelling and fewer positive cetis (Figure 7). These resuits show that in

transient transfection experiments, a significant fraction of mutant THP was targeted

to the membrane.

Intracellular expression of THP

Intracellular fate of mutant THP was analyzed after ccli permeabilization. Mutants

tended to form intraceliular aggregates particuiarly for P236L and C217G,

demonstrating large juxtanuclear inclusions (Figures 8. 9 and 10. flrst colurnn).

Imaging by confocal rnicroscopy showed some colocalization of THP mutants

D196A, C217G and P236L with the ER (figure 8). However. there was no co

localization ofthe wl or mutant THP with the Golgi 40h post-transfection (Figure 9).
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This suggests that wt and mutant THP that exit the ER are rapidly targeted to the

membrane and flot retained in the Golgi. Conversely, intracellular aggregates

observed for C217G, P236L and D196A showed partial colocalization with the

proteasome (Figure 10). The pattern of localisation ofthe THP aggregates appears to

be similar to that observed for structures terrned aggresomes. These are single

aggregates that localise close to the nucleus, at the microtubule-organization center

(MTOC), and contain mutated proteins, proteasomes and chaperones [11].

Chemical chaperones

Having established that mutants display a defect in maturation and an accumulation

of the immature forrn, we investigated whether chaperones could help in the folding

process of mutants C217G and P236L. those displaying the worst intracellular

phenotypes. The osmolyte taurine has been shown to promote secretion of EC-SOD

in the presence of ER stress [12], while the antioxidant N-acetylcysteine reduces

aggregation of mutant ataxin [13]. Recently, in ceils stably transfected with mutant

THP, coichicine has been suggested to improve secretion of this protein and to

decrease apoptosis t4]•

Results obtained by pulse chase showed that for cells treated with colchicine, there

was a significant increase in the immature form, especially at the beginning of the

chase period for mutants C217G and P236L (Figure 11). However, coïchicine did not

seem to have a positive impact on mature THP forms, even though the concentration

used was already optimal [4]. Higher concentrations induced ccli death (data not

shown). Since colchicine acts on tubulin to disrupt microtubule polymerization, the
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initial increase in the immature form might be explained by a decrease in transport to

the proteasome. After treatment with taurine and N-acetytcysteine the signal observed

by putse-chase for the immature and mature forms did flot differ from the untreated

ceils (data flot shown).
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DISCUSSION

This study demonsti-ates that mutations in the uromodulin gene causing fJHN are

characterized by a delay in maturation with subsequent intracellular accumulation of

mutant Tamrn Horsfall protein. This induces an unfotded protein stress response

(UPR), as shown by increased expression of the BiP chaperone. Intracellular

accumulation of THP and UPR activation are likely to disrupt the function of the

thick ascending limb ofHenle’s loop. and possibly lead to apoptosis and progressive

nephron loss.

We identifled 3 mutations in our families including a novel one (D196A). To date,

more than 30 mutations have been described (reviewed in [1]) and more than 60%

affect cysteine residues clustered in exons 4 and 5. However, mutations causing the

disease can occur in any domain. This includes the large zona pellucida domain in the

C-terminus [14]. In vitro expression of cysteine mutants has clearly shown delav in

maturation and export to the plasma membrane. This study demonstrates that

mutations that do not affect cysteine residues also lead to protein maturation defects.

with consequent ER retention and stress. Consequently. ce!! surface expression of

mutant THP was signiflcantly reduced for certain mutants (P236L), but not for

C217G. D196A and N12$S, who showed relativety adequate targeting to the plasma

membrane. The maturation kinetics showed a variable delay for ail mutants.

Proteasorne inhibition by MG-132 increased the levels of immature mutant THP.

suggesting that misfolded THP is targeted for degradation.
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Our findings also demonstrate that misfotded THP accurnutates and forrns

aggregates, at least for the 3 mutants identified in our farnilies. Aggregates were

juxtanuclear and showed partial colocalisation with the ER and the proteasome.

However. for the N128S mutant. intracellular accumulation did flot occur

significantly. although protein maturation was siower than the wt. Ail mutants

induced variabLe degrees of ER stress, proportional to the degree of aggregate

formation. particulariy for P236L and C217G mutants.

Contrary to a previous study [4], attempts to rescue the mutants were unsuccessful.

Coichicine, taurine and N-acetylcysteine showed no effects on mutant THP

maturation. This suggests that coichicine. an inhibitor of microtubule transport could

be useful for certain but flot ail mutants. AÏternativeÏy. the differences in the resuits

could be due to the methodology as Choi et al have used stable, while we have used

transient transfections. Further investigation into the utility of coichicine is warranted

before advocating its clinical use. A better clinical option would be pharmacological

chaperones or ligands to help properly fold mutants such as with the V2R in

nephrogenic diabetes insipidus [15]. Unfortunately, there are no known ligands for

THP.

The intracellular accumulation of unfolded Tamm-Horsfall protein is likeÏy to

interfere with the function of the thick ascending limb of Renie. Theoretically. this

should lead to a phenotype similar to Bartter syndrome. including polyuria. volume

depletion, hypokalemia, metabolic alkalosis and hvpercalciuria with
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nephrocalcinosis. In our farnities. we found variable degrees of polyuria in affected

members ofthe families but on average, urine volume was 2.2 L/day which is not in

the range seen in Bartter patients [16]. It is possible that nephrocalcinosis. which

spares subjects with FJHN, explains the differences as urine volume could be

rnaintained by conserved water and electrolyte reabsorption in other tubule segments.

In this respect. we found that subjects with FJHN did not present with hypercalciuria

and hypermagnesiuria as would be expected from a disease affecting the thick

ascending limb. Fractional excretion of calcium was in the low to normal range. This

could be explained by increased calcium absorption by the proximal tubule from

relative volume depletion and/or secondarv hyperparathyroidism with increased

calcium reabsorption in the distal tubule and collecting duct. It is also possible that

progressive apoptosis in the thick ascending limb does not lead to attenuation of the

electrochemical gradient that provides the driving force for passive paracellular

calcium and magnesium transport in this nephron segment. This would also help

explain why hypokalernia is not a feature ofthis disease.

Low fractional excretion of urate was noted in ail affected subjects although this

could be seen in several normal siblings as well. Thus. urate excretion is flot a very

reliable diagnostic criterion. The mechanism by which urate excretion is reduced is

not known but probably results from increased proximal tubule reabsorption caused

by volume depletion. Urate is primarily reabsorbed in the proximal tubule and

volume contraction leads to enhanced reahsorption with hyperuricemia. The thick

ascending limb ofHenle is not involved in urate transport [17].



62

Daily urinary THP excretion was uniformly low in our probands. However, there was

occasional overlap with unaffected members suggesting that urinary THP excretion is

not very reliable as a diagnostic criterion for the disease. THP has been suggested to

protect against kidney stone formation [18] and urinary tract infections [19-21); and

that THP stimulates dendritic ceils through Toli-like receptors, thus regulating innate

and adaptive immunity [22]. However, self-reported evidence for kidney stones and

urinary tract infection was unremarkable in our farnilies. It is possible that the

residual urinary THP secretion cornbined with concentrating defects is sufficient to

prevent the occurrence ofboth events.

In this study of 4 mutations, there was no apparent correlation between in vitro and in

vivo phenotypes. For example, the P236L mutant clearly showed the worst

maturation and membrane transport kinetics, yet ESRD occurred above 50 years on

average, while subjects with the C217G mutation had early onset renal failure (less

than 30 years of age). This suggests the presence of environmental or genetic

modifiers that affect the course of the disease. Alternatively, cellular toxicity of the

mutants could be more complex than ER stress and aggregate formation. Further

studies are required to address this point.

In conclusion. we have identified 3 mutations in the uromodulin gene from dialysis

populations in Quebec, including a novel mutation. Mutations affect protein folding.

lead to ER stress, intracellular protein accumulation, ultimatelv resulting in ceil

dysfunction, apoptosis and nephron loss. Diagnosis depends on a thorough family

history and can be confirmed by clinical assessment that includes low urinary
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excretion of urate and THP and/or gene sequencing. Future treatrnent options are

remote as chemical chaperones do flot appear to be effective in rescuing mutants and

THP ligands have flot yet been identified.
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figure 1. Pedigrees and mutation sequence/position in the uromodulin cDNA

Figure 2. Urinary excretion of the Tamm-Horsfall protein in siblings in relation with

kidney function as measured by creatinine clearance.

Figure 3. THP expression 24h post-transfection. Panel A) Western blot analysis of total

ceil extracts probed with anti-flag and anti-f3-actin antibodies. Resuits were reproducible

in 3 experirnents. Panel B) RNA analysis by RNAse Protection Assay. Results were

reproducible in 2 experiments.

Figure 4. Maturation kinetics of mutant and wild—type uromoduÏin. Celis were pulsed 16h

after transfection and then chased for the indicated periods. Panel A) Western blot

analysis at different time points. Higlier band corresponds to the mature THP. Panel B)

graphical representation of ¾ of mature THP as a function oftime for each construct.

Results are representative of 3 experiments.

Figure 5. Effect ofproteasome inhibition on THP expression. Western blot analysis of

total celi extracts probed with anti-flag and anti-3-actin antibodies. Transfected celis were

treated (+) or flot (-) with 5p.M MG-132 for 16h. Resuits were reproducible in 3

experirnents.
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Figure 6. Expression of the Bip chaperone. Panel A) Western blot analysïs of total celi

extracts collected 40h post-transfection probed with anti-Bip and anti--actin antibodies.

Panel B) Histograms showing mutant/Wt Bip expression ratio colTected for actin. (6

experirnents) * P <0.05

figure 7. CelI surface expression of THP. Unpermeabilized celis were probed with anti

Flag antibodies 40h post-transfection. Results show a representative i5eld and were

reproducible in 3 experiments.

Figure 8. Intracellular expression ofTHP and Bip. Celis were peniieabilized and double

stained with antibodies against Flag (red) and Bip (green). Partial colocalisation is shown

by yellow staining.

Figure 9. Intracellular expression of THP and giantin. Ceils were permeabilized and

double-stained with antibodies against Flag (red) and giantin (green). No colocalisation

was observed.

Figure 10. Intracellular expression ofTHP and the proteasome. Celis were pernieabilized

and double-stained with antibodies against Flag (green) and the proteasome (red). Partial

colocalisation is shown by yellow staining.
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f igure 11. Maturation kinetics of mutant and wild-type urornodutin in the presence or

absence ofcolchicine. Celis were puÏsed 16h after transfection and then chased for

the indicated periods oftirne.
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Table I. Prirners for cloning and mutagenesis

Primer orientation Seauence (5’ to 3’)

ClaI-5’ sense CCCCATCGATCAGGCATCAGWCACAAGG

Nhe I-myc ant isense CCCCGCTAGCCAAGTCCTCTTCCGAGATGAGCTTCTGTTCTGTTGA

GTTACTGGCTCCAG

NheI-FLAG antisense CCCCGCTAGCCTTATCGTCGTCATCCTTGTAATCTGTTGAGTTACT

GGCTCCAGC

Nhe I-3’ sense CCCCGC1AGCGCGAGAAGGTGTTCTGAATG

NotI-3’ antisense CCCCGCGGCCGCTGAAGGAAGAACAGCACTGAAA

Prom- Pst I sens e AAAACTGCAGCCAAGAGATCCAIiGTCTCCTTC

Prom—BamHI antisense CTGCAAACGGAACATTTCICTAC

C2 17G sense CATGGCTGAGACCGGTGTGCCCGTCC

D196A sense GCTACTCCTGTGCCGCCGGTCTGCACG

N12 83 sense GCTCAATGGCTCTCATCTCTCGAGTAGTCAAGGC

P23 6L sense GCTCAATGGCTCTCATCTCTCGAGTAGTGAAGGC
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Discussion

Analyse des résultats

Types de mutations

Le projet présenté décrit une nouvelle mutation de la THP dans la NHFJ, soit

la substitution d’un aspartate pour une alanine en position 196, qui n’a pas encore été

rapportée dans la littérature. Ce mutant s’est rajouté à quatre autres analysés au cours

de cette étude. fi est bien connu que selon la mutation, les conséquences peuvent être

plus ou moins variables, dépendamment de la région touchée et de l’acide aminé

substitué.

Dans le cas des résultas présentés ici, deux mutations se retrouvent à

l’intérieur de domaines structurels définis de la THP. La première est la substitution

N12$S qui se localise dans un domaine EGF liant le calcium. Ce domaine a été

rapporté comme ayant un rôle de protection contre le clivage protéolytique

(Reinhardt et aÏ., 1997) et de facilitation d’interactions entre protéines (Werner et al.,

2000). Des mutations dans ce domaine chez la fibrilline causent le syndrome de

Marfan. (Dietz et al., 1991) Le second domaine de la THP touché par une mutation

est le domaine zona pellucida, contenant la substitution C366G. Cette mutation n’a

pas encore été trouvée en clinique chez des patients atteints de NHFJ. En fait, au

départ cette mutation avait été construite dans un contexte d’étude de structure-
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fonction, puisqu’elle correspond à une mutation touchant une cystéine dans le

domaine ZP de l’alpha-tectorine. Cette protéine est un composant essentiel de la

membrane tectoriale et ses mutations mènent à une forme autosomique dominante de

surdité. (Verhoeven et al., 199$) Sur le plan moléculaire, les mutations du domaine

ZP semblent affecter l’assemblage et la sécrétion des protéines. (Jovine et al., 2002)

En plus du fait que certaines mutations de l’étude se retrouvent dans des

domaines définis de la THP, la nature de l’acide aminé substitué joue un rôle

important. Les conséquences peuvent êtres particulièrement délétères si l’acide

aminé muté est remplacé par un acide aminé qui possède des caractéristiques

différentes.

Tout d’abord, deux des mutations de la THP étudiées touchent des cystéines

qui sont remplacées par des glycines (C217G et C366G). Les cystéines font partie du

groupe des acides aminés non polaires. Tout comme les méthionines, chacune

contient un atome de soufre qui peut former un lien covalent avec le même atome sur

une autre cystéine, permettant à la protéine d’acquérir une structure tridimensionnelle

particulière. Pour leur part, les glycines sont des acides aminés uniques dans la

mesure, où l’absence d’une chaîne latérale leur permet d’adopter des conformations

stériques impossibles pour d’autres acides aminés. Ainsi, elles procurent aux

protéines un grand degré de flexibilité locale. Une substitution d’une cystéine pour

une glycine en position 1509 a été observée pour l’alpha-tectorine chez des patients

atteints de surdité autosomique dominante. (Pfister et aÏ., 2004) La même substitution
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a aussi été trouvée dans la protéine neurophysine II, où elle mène à une manifestation

précoce du diabète insipide neurohypophysaire qui affecte la production d’arginine

vasopressine. (DiMeglio et al., 2001)

Une autre mutation de l’étude retrouvée dans la THP chez les patients atteints

de NHFJ consiste en un changement d’un acide aspartique pour une alanine (D196A).

L’aspartate constitue, avec le glutamate, la famille des acides aminés acides. Au pH

neutre il est chargé négativement, ce qui lui permet d’établir des interactions avec des

acides aminés basiques chargés positivement, donc son rôle structurel est important.

Pour sa part, l’alanine est un résidu non polaire et hydrophobe, donc localisé

généralement à l’intérieur des protéines. Une mutation D—*A en position 439 de la

préséniline 2 a été observée chez un patient atteint d’Alzheimer, chez lequel la

maladie s’est manifesté plutôt précocement. (Lleo et aÏ., 2001) La même substitution

a aussi été trouvée pour la préséniline en position 366, menant à une perte de fonction

de la protéine. (Steiner et aÏ., 1999)

La mutation N128S pour sa part touche deux résidus qui peuvent être

regroupé dans la même famille. L’ asparagine et la sérine contiennent des chaînes

latérales avec des groupes polaires qui ne peuvent pas s’ioniser facilement. Une

substitution N—*S en position 177 est retrouvée dans la kératine épidermique 5

causant un phénotype atténué d’Epidermotysis bullosa simplex, une maladie de la

peau. (Liovic et al., 2004) Le même type de mutation se retrouve en position 528 du
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facteur von Willebrand et l’empêche de former des multimères dans la maladie de

von Willebrand. (Gaucher et al., 1998)

La mutation P236L étudiée pour la THP génère un intérêt particulier,

puisqu’elle présente le pire phénotype in vitro. La proline est l’acide aminé le plus

rigide, parce que sa chaîne latérale est liée de façon covalente avec le nitrogène de sa

chaîne principale. La leucine, quant à elle, est un acide aminé hydrophobe non

polaire. Ce type de mutation a été trouvé en position 229 de l’antithrombine et les

individus atteints présentent un phénotype sévère de thrombose. (Picard et aL, 2003)

Également, un patient avec une mutation P193L dans le récepteur à l’insuline

présentait un phénotype sévère de résistance à l’insuline. L’étude in vitro de cette

mutation avait révélé une diminution de l’expression membranaire du récepteur et

une rétention au réticulum endoplasmique. (Maggi et al., 1999)

Réponse au protéines mal repliées

Les résultats obtenus par immunobuvardage et par microscopie à

immunofluorescence montrent que les mutants présentent tous des défauts de

maturation, à des degrés variables, par rapport au type sauvage. Un compartiment

cellulaire privilégié dans la maturation des protéines est le réticulum endoplasmique,

puisque c’est le site de modifications post-traductionnelles, telles la glycosylation et

la formation de ponts disulfure et qu’il contient des chaperones aidant au repliement
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des protéines. Précédemment, un équipe avait démontré que la THP wt quittait plus

rapidement le RE que les mutants pour se rendre au Golgi. (Rampoldi et aÏ., 2003)

Par contre, nous sommes les premiers à montrer qu’il y a enclenchement d’un stress

du RE par l’augmentation de l’expression de la chaperone Bip dans le cas des

mutants. fl semble donc que la cellule tente de faire un sauvetage des protéines

mutantes en augmentant la machinerie de repliement. En partie, les protéines THP

mal repliées sont dégradées au protéasome, mais pas de façon assez efficace. En effet,

si les cellules transfectées sont observées plus tard, soit après 40h, on note une

présence d’agrégats juxtanucléaires pour les mutants P236L et C217G. Comme il a

été rapporté qu’un stress du RE prolongé ou la présence d’agrégats intracellulaires

peuvent mener à l’apoptose, il serait possible de spéculer que certaines mutations

peuvent mener à la mort cellulaire programmée des cellules l’anse ascendante large

de Henlé, le site de production de la THP. D’autres conditions induisant le stress,

telles l’hypertonicité n’ont pas été analysées lors de cette étude, mais il pourrait être

intéressant de regarder la réponse des cellules transfectées et soumises à un milieu

hypertonique ou à un stress oxidatif.

La tentative de mesurer l’apoptose par HoechstlPl au FACS et par essai

TUNEL ne s’est pas avéré concluente. Probablement, ce phénomène nécessite un

temps d’observation plus important que 48 ou 72 heures, période au-delà de laquelle

pour les transfectants transitoires l’expression de THP était fortement diminuée. Pour

palier à ce problème, nous avons tenté de générer des transfectants stables en

commençant par le type sauvage et le mutant P236L. L’étape de séléction à la
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puromycine était réussie, mais lors de l’amplification des clones positifs, alors que les

cellules avec la THP wt se divisaient bien, les cellules positives pour P236L

mourraient au bout de quelques jours, avant d’être amplifiées en nombre suffisant. II

se pourrait que les colonies exprimant des mutants de la THP sous promotteur CMV

accumulent des aggrégats toxiques et meurent rapidement. Une solution envisageable

serait l’insertion du gène de la THP dans des plasmides contenant un promotteur

inductible, par exemple à la tétracycline. Des lignées stables inductibles permettraient

l’étude à long terme des effets de mutations de la THP sur le stress du RE et

l’apoptose ainsi que l’interaction entre ces deux phénomènes.

Les paragraphes qui suivent décrivent de quelle façon les résultats obtenus in

vitro au cours de ce projet pourraient être reliés aux phénotypes observés en clinique

chez les patients atteints de NHFJ.

THF intracellulaire et urinaire

Des biopsies rénales de patients atteints démontraient des accumulations

intracellulaires de THP (Dahan et aÏ., 2003) (Rampoldi et aÏ., 2003), ce qui est

compatible avec les agrégats que nous avons observés par microscopie à fluorescence

sur des cellules transfectées. Par ailleurs, plusieurs études précédentes avaient dénoté

une diminution de l’excrétion urinaire de THP chez les patients atteints de NHFJ par

la méthode d’immunobuvardage. (Dahan et aÏ., 2003) Dans cette étude, nous notons
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également, par méthode ELTSA, une diminution de l’excrétion de THP chez les

individus atteints, toutefois avec un certain chevauchement avec des individus sains.

Les résultats obtenus in vitro laissent penser que la diminution de THP urinaire

pourrait être due à une apoptose ou une dysfonction des cellules de l’anse, suite à une

rétention intracellulaire et une agrégation de la protéine. Toutefois, des études plus

poussées devraient être faites pour s’assurer qu’il a effectivement engagement vers la

voie apoptotique.

Excrétion fractionnelle d ‘urate et hyperuricéinie

Chez les patients que nous avons étudiés, l’excrétion fractionnelle d’urate

était basse, ce qui est en accord avec les résultats d’études précédentes. (Moro et al.,

1991) Cependant, là encore, il y avait dans certains cas un chevauchement avec des

individus non atteints, rendant cette donnée un critère de diagnostic non suffisant. Par

contre, l’hyperuricémie semble être une caractéristique bien définie de la maladie. Il

n’est pas connu de quelle façon des mutations d’une protéine présente dans l’anse

ascendante large de Henlé, soit la THP, peuvent influencer l’urate, une substance

considérée comme étant réabsorbée et un peu sécrétée uniquement au niveau du

tubule proximal par l’échangeur URAT1. Par contre, il n’est pas exclu que des

transporteurs d’urate soient présents dans d’autres sections du néphron. Le

transporteur OAT 1 a été identifié dans la membrane basolatérale des cellules du

tubule proximal, comme un échangeur anion-urate. (reviewé par Rafey et al., 2003)

Récemment, deux autres isoformes du transporteur, soit OAT2 et OAT3, ont été
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identifiées chez le rat au niveau de l’anse de Henlé et des tubules collecteurs, mais il

reste à déterminer si elles sont réellement impliquées dans le transport de l’urate et si

leurs équivalents se retrouvent chez l’être humain. (Kojima et aÏ., 2002) Chez le rat,

OAT3 se retrouve à la membrane basolatérale, alors que OAT2 est présent à la

membrane apicale. Fait intéressant, OAT2 présente un marquage membranaire sous

forme de plaques, plutôt qu’un marquage linéaire dans les cellules de l’anse

ascendante large. (Kojima et al., 2002) Dans notre étude, nous avons observé ce

genre de marquage pour la THP. II n’est donc pas essentiel que la THP soit associée à

des transporteurs d’urate. Cependant, pour l’instant, tout transport d’urate au-delà du

tubule proximal reste spéculatif, mais c’est une voie qui mérite investigation.

Calcium et Magnésium

Les individus atteints ne présentent pas d’hypercalciurie ni

d’hypermagnésiurie. Si la fonction des cellules de l’anse ascendante large était

compromise, une augmentation de ces deux ions serait prévisible dans l’urine,

puisque cette partie du néphron contribue de façon significative à leur réabsorption.

La première hypothèse est que ces ions étant transportés de façon paracellulaire, cette

voie ne serait pas affectée dans les cellules accumulant des mutations de la THP.

L’autre solution pour le rein, serait d’augmenter la réabsorption de ces ions à d’autres

endroits du néphron. Ainsi, le calcium pourrait être réabsorbé davantage au niveau du

tubule proximal, phénomène médié par une augmentation de la parathormone qui sent

les diminutions du calcium sanguin. Pour sa part, la réabsorption du magnésium
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pourrait être augmentée dans le tubule proximal et le tubule dïstal, bien que ces deux

sites contribuent normalement beaucoup moins à ce phénomène que les cellules de

l’anse.

Polyurie

Les patients atteints de NHFJ présentent une augmentation du volume

urinaire, mais pas beaucoup plus élevée que la moyenne. Généralement, des

perturbations dans le fonctionnement de l’anse de Henlé entraînent une polyurie.

C’est le cas du syndrome de Bartter, causé par des mutations de gènes codant pour

des transporteurs de sels ou des protéines régulant ces transporteurs, ce qui résulte

entre autres en une perte importante de sels dans l’urine, menant à l’augmentation du

volume urinaire. (Hebert et al., 2003) Par contre, dans la NHFJ, il n’y a pas de perte

marquée de sels, possiblement dû à une augmentation de la réabsorption dans

d’autres segments du néphron, ce qui prévient la nécessité de diluer l’urine en

augmentant la sécrétion d’eau.

Phénotype clinique et moléculaire

En concluant, il semble que le phénotype clinique ne soit pas nécessairement

lié au phénotype moléculaire observé in vitro. De façon évidente, le mutant P236L a

un effet dramatique sur les cellules transfectées, alors que les patients développent



92

une insuffisance rénale seulement après la quarantaine ou la cinquantaine. Par contre,

la mutation C217G produit in vitro un effet moins délétère, alors qu’en clinique, les

individus atteints présentent une insuffisance rénale très précoce, soit dans la

vingtaine. Par contre, le mutant D196A occasionne un phénotype moins sévère autant

in vitro qu’en clinique.

Perspectives

Tentatives thérapeutiques

Une voie intéressante serait de tenter d’améliorer le repliement des protéines

THP mutantes par l’administration de chaperones chimiques. Des études in vitro ont

montré que des composés comme le DMSO, TMAO ou 4-PBA aident des protéines

mutantes à être correctement repliées et à atteindre leur destination finale, par des

mécanismes qui n’ont pas encore été clarifiés. (reviewé par Perimutter et aÏ., 2002)

Dans notre laboratoire, le DMSO, le 4-PBA, la N-acétylcystéine, la taurine ainsi que

la colchicine n’ont pas montré d’amélioration de la maturation de THP mutante dans

les transfections transitoires, mais il n’est pas exclu que l’utilisation de ces produits à

plus long terme puisse avoir des effets bénéfiques.

Parallèlement, les chaperones pharmacologiques présentent des options plus

intéressantes, puisqu’elles sont très spécifiques. II s’agit d’administrer un ligand de la
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protéine mutée, par exemple l’agoniste d’un récepteur qui va lier la protéine à

l’intérieur de la cellule et favoriser son repliement. (reviewé par Bernier et aÏ., 2004)

Aucun ligand n’est connu pour la THP, mais il serait possible de faire un criblage à

grande échelle de différents composés.

Études in vivo

Pour se rapprocher de l’étude de la NHFJ chez l’humain, il faut passer de

systèmes in vitro à des modèles in vivo. Pour ce faire, dans le laboratoire, nous avons

généré des souris transgéniques avec les mutants N12$S et P236L. Les premiers

résultats montrent que ces souris présentent des phénotypes de polyurie et

l’hyperuricémie, ce qui suggère qu’elles pourraient être un bon modèle de la maladie,

à l’encontre de souris knock-out pour la THP générées par d’autres équipes et qui ne

montrent pas de signes de NHFJ. (Bates et aÏ., 2004) (Mo et aÏ., 2004)
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