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RÉSUMÉ

La maladie génétique rénale la plus commune. ADPKD, se caractérise par la

formation de kystes tubulaires rénaux et mène à l’insuffisance rénale. Peti est connu

sur le rôle du produit du gène PKDI, la polycystine-1 (PCI), une protéine

transmembranaire avec un large domaine extracellulaire et un court domaine

intracellulaire mutée dans 85% des cas ADPKD. Les caractéristiques

strLlcturelles/tonctionnetles du domaine extracellulaire pointent toutefois vers un rôle

de PCi dans les interactions celluie-cellule/cellule-rnatrice extracellulaire/récepteur

ligand qui contrôleraient la prolifération, l’adhésion et la polarité cellulaire et qui sont

altérées dans l’épithélium rénal ADPKD.

Dans le but d’étudier la fonction dti domaine extracellulaire de PCI in vivo, nous

avons exprimé ce domaine chez les souris transgéniques en reproduisant

simultanément une forme mutante ADPKD. Modifié par recombinaison homologue,

le gène Pkd I ne contenant que le domaine extracellulaire du gène Pkd I mtirin a servi

pour générer 4 souris transgéniques Pkd 1extra (2-80 copies du transgène) et mène à

l’expression d’une protéine pci tronquée stable de —33OkDa. Les souris Pkdiexti.a

reproduisent plusieurs caractéristiques typiques d’ADPKD: diminution sévère

d ‘ osmolal ité, protéinurie. développement d’une polykystose rénale tard ive

accompagnée par hyperpiasie épithéliale et de fibrose interstitielle et même d’une

augmentation de l’oncogène c—myc. Curieusement, nos résultats préliminaires

montrent un phénotype extrarénal splénique suggérant tin rôle hématologique de PCI

Notre étttde a montré que la surexpression d’une protéine tronquée pci correspondant

à une mutation ADPKD et ait domaine extracellulaire de PCI peut causer la

polykystose rénale in vivo soulignant l’importance de ce dernier dans l’homéostasie

rénale. Le(s) mécanisme(s) d’action possible(s) de la protéine PCI tronquée reste(nt) à

être déterminé(s).

iVIots clés:

ADPKD / PKDI / recombinaison homologue / BAC / polycystine-l tronquée /

domaine extracellulaire / transgénique /
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ABSTRACT

ADPKD is the most common genetic kidney disease characterized by formation of

tubular renal cysts that lead to end stage renal disease. Littie is known about

polycystin-1 (PC 1) encoded by the PKD1 gene mutated in 85% of ADPKD cases.

PCi is a transmembrane protein with a large extracellular and relatively small

intracellular domain. functional/structural analysis of PCi extracellular dornain

strongly suggest implication of PCi in ceil-cell/cell-rnatrix/receptor-ligand

interactions that control proliferation, ccii adhesion and poiarity ail of which when

aitered represent typical characteristics o f ADPKD epithelium.

In order to study function of flic extracellular domain of PCi in vivo, we generated

transgenic mice that overexpress this domain, mimicking closely one mutation

reported in two ADPKD patients. First, modified by homoiogous recombination,

Pkdi gene that iacks the intracellular and transmembrane domains was used for

generation of 4 transgenic mice Pkdiextra (2-80 copies of transgene). Pkdicxti.a mice

that express a stable pci tnincated protein of 330kDa were shown to reprodtice

many of the typicai characteristics of ADPKD: severe decrease in osmolality,

proteinuria, and developrnent of late-onset kidney polycystic kidney disease

accompanied by epithelial hyperpiasia, fibrosis and even increase in expression of

the c-myc oncogene. Interestingiy, these mice develop an extrarenal splenic

phenotype indicating a possible role ofPCi in hernatopoiesis.

In this study, we showed that expression of a truncated fonii of PC 1 colTesponding

to one ADPKD mutation and flic entire extracellular dornain of PCi eau leaU to

polycystic kidney disease underlining its importance in kidney structural/functional

integrity. It remains to be detemiined the exact mechanisrn employed by pclextra

protein in development of Pkdlexta phenotype.

Key words:

ADPKD / PKD1 / hornoiogous recombination / BAC / truncated polycystin-1 /

extracel lular domain / transgenic /
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“Les os peuvent se fracturer, les muscles s ‘atrophier, les glandes se
dérégler. Le cerveau, quant à lui, peut s’endormir sans menacer

immédiatement la survie. Far contre, si les reins viennent à manquer... ni

les os, ni les muscles, ni les glandes, ni le cerveau peuvent continuer à
fonctionner.”

Tiré de “Fish to Philosopher” écrit par Dr Homer Smith
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INTRODUCTION
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Chapitre 1
1.1.0 La structure et la fonction rénale

1.1.1 Le développement rénal des mammifères

Le rein des vertébrés supérieurs origine du mésoderme intermédiaire et passe par deux

structures non-fonctionnelles, le pronéphros (E$) et le rnésonéphros (E 10.5-Il), afin de

donner lieu au métanéphros différencié, une structure mature fonctionnelle et

permanente.

1.1.1.1 Le développement rénal bi utéro

La formation de l’unité fonctionnelle rénale, le néphron, se fait en deux étapes

l’induction et la conversion ou l’épithélisation (Fig.1—1).

La première étape implique la formation d’une structure épithéliale appelée le bourgeon

urétérique à partir du canal rnétanéphritique et induite par le mésenchyme

métanéphrique, un groupe de cellules dérivées du mésoderme intermédiaire (Fig.1— lA).

Ceci est suivi par une série d’interactions séquentielles et réciproques entre le bourgeon

urétérique et le mésenchyme via une combinaison des molécules de signalisation

cellulaire strictement régulées, dont les facteurs de croissance (Bmp4; Bmp7; Fgf7;

GdnfŒs; Wnt4), les récepteurs (Gfral; Notch2; c-Ret), les facteurs de transcription

(Emx2; Eyal; Foxc; Pax2; Wtl, RARa. et f32), les composantes de la matrice

extracellulaire et ces régulateurs (Intégrines Œ$, Œ6, Œ3; Hs2st; Gpc3) (Fig.1- lB). Le

bourgeon urétérique cause une condensation du mésenchyme, tandis que le mésenchyme

provoque le branchement du bourgeon, un phénomène cl’ induction réciproque unique

aux reins, les glandes salivaires, les glandes mammaires et les poumons.

La deuxième étape implique une conversion du mésenchyme en épithélium ttibulaire.

une étape qui demande l’activation d’un programme moléculaire spécial. Les cellules

mésenchymateuses condensent près du bourgeon urétérique formant en premier des
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structures sous forme de corps en virgule, puis de corps en S. Ces derniers qui

constituent les cellules épithéliales du glomérule, des tubules proximaux et des tubules

distaux, se lient éventuellement sur le bourgeon en branchement qui lui donnera lieu aux

tubules collecteurs afin que le tout forme un néphron mature.

Figure 1-1: Le développement rénal in utéro et les facteurs impliqués
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1.1.1.2 La structure du rein mature

Le rein humain est séparé en deux régions distinctes, le cortex et la médulla (Fig.1-2). À
l’intérieur de ces deux régions est compacté environ 1 million de néphrons. Le néphron

est l’unité fonctionnelle du rein et consiste en un corpuscule rénal (le glomérule) et un

tubule rénal (tubule proximal, tubule distal, anse de Henlé, tubule collecteur) entouré de

vaisseaux sanguins (Fig.1-2).

Figure 1-2: La structure du rein mature

Glomérule

uIIa / a neron

pyramd

cortex
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capse
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http://www.nsbri.org[HumanPhysSpace/focus4/ep-kidney.html

1.1.2 Les fonctions du rein

Le rein a plusieurs fonctions essentielles. En premier, c’est l’organe qui purifie et

équilibre la composition du sang via les processus de filtration, de réabsorption et de

sécrétion. Ces fonctions sont médiées par les différentes parties du népbron et résultent

en production d’urine. Le rein élimine alors les déchets formés par le fonctioimement de

notre organisme et maintient l’équilibre chimique dans notre sang.
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1.1.2.1 La formation et la concentration d’urine

La filtration non-sélective des petites molécules tels que l’eau, les petits solutés, les

électrolytes et les déchets azotés se fait au niveau du glomérule. Les molécules de haut

poids moléculaire dont les globules rouges et les protéines ne traversent pas la barrière

glomérulaire et restent dans le sang tandis que les électrolytes (Na, K, Cfl, le NaC1,

l’eau, glucose, les déchets toxiques dont les déchets azotés (BUN) et la créatinine

passent cette barrière et sont soit sécrétés soit réabsorbés tout au long du néphron afin de

former une urine concentrée.

1.1.2.2 La régulation de la pression sanguine

Le rein est directement impliqué dans la régulation de la pression sanguine. C’est un

organe endocrinien capable de synthétiser et sécréter différentes hormones.

Libérée exclusivement par l’appareil juxtaglomérulaire rénal dans le sang, la rénine, une

enzyme protéolytique, est libérée suite à une diminution de pression sanguine. La rénine

est sécrétée dans le sang où elle active l’angiotensinogène qui, sous sa forme active,

l’angiotensine II, fait élever la pression artérielle sanguine.

En plus de sécréter les substances qui agissent sur la pression sanguine, les tubules

distaux subissent l’action d’une hormone de la glande surrénale appelée l’aldostérone.

Suite à une diminution de pression sanguine, cette dernière augmente la réabsorption de

Na au niveau des tubules distaux et par conséquent mène à une augmentation du

volume et de la pression sanguine.

Une autre honnone qui agit au niveau des tubules distaux et collecteurs, c’est l’hormone

antidiurétique ou ADH (vasopressine), un peptide de 9 acides aminés sécrété par la

neurohypophyse. Suite à une augmentation de l’osmolarité sanguine, l’ADH est relâchée

dans le sang et acheminé vers son site d’action. En se liant à ses récepteurs dans les

tubules collecteurs, l’ADH augmente la perméabilité de l’eau en stimulant la
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transcription mais également la localisation membranaire apicale des canaux

exclusivement à eau (les aquaporines).

1.1.2.3 La sécrétion hormonale

À part la rénine, le rein sécrète deux autres hormones. Il s’agit de l’érythropoïétine et du

calcitriol (1,25[OH]2 Vitamine D3).

L’érythropoiétine, une glycoprotéine sécrétée par les fibroblastes péritubulaires

interstitiels, agit sur la moelle osseuse et stimule la différenciation, la prolifération et la

maturation des érythrocytes.

Quant au calcitrol, une forme de la vitamine D rendue active dans le rein à l’aide de

l’enzyme 1-Œ-hydrolase des tubules proximaux, il régule le métabolisme minéral en

agissant sur les cellules de l’intestin et les os via réabsorption sanguine de calcium. Le

rein contribue alors à la formation de l’os en régularisant les niveaux de minéraux dont

le calcium et le phosphate.

Enfin, il reste à mentionner le système kinine-kallikréine rénal qui intervient dans

l’excrétion du sodium et des prostaglandines rénales, PGI2 et PGE2, qui interviennent

en cas d’hypovolémie.

1.2.0 Les maladies génétiques rénales polykystiques (Tab.14, Fig.1-3)
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1.2.1 La polykystose rénale autosomique dominante (ADPKD)

L’ADPKD la maladie génétique héréditaire rénale de loin la plus commune. Elle touche

1/1000 personnes (0.1% de la population générale) (Dalgaard, 1957). ADPKD se

manifeste par la formation de kystes rénaux bilatéraux d’origine épithéliale tubulaire.

Les kystes peuvent se développer in utéro (Michaud et ut., 1994) dans toutes les parties

du néphron (Faraggiana et ut., 1985), ou encore apparaissent après la naissance,

grossissent graduellement en nombre et en taille au cours de la vie adulte et causent une

insuffisance rénale chronique (IRC) dans 50% des cas ADPKD avant 60 ans (Gallagher

et al., 2001). Les kystes provoquent des anomalies structurales et fonctionnelles rénales

dont les défauts dans la concentration d’urine et élimination des déchets toxiques du

sang, la protéinurie et les défauts endocriniens de rénine et d’érythropoiétine. Les

patients ADPKD représentent 6-10% des insuffisances rénales chroniques nécessitant un

traitement de suppléance de dialyse ou de transplantation.

La plus grande complication rénale d’ADPKD est l’insuffisance rénale. Cependant,

l’ADPKD est une maladie systémique souvent accompagnée par les manifestations

extrarénales kystiques et non-kystiques (Tab.1-II). Une des caractéristiques de ce type

de polykystose rénale est une variabilité phénotypique considérable au niveau de la

progression de la maladie. Environ 25% des patients ADPKD ont une fonction rénale

adéquate à l’âge de 70 ans (Gabow et ut., 1992). Tous les patients ADPKD ne

développent pas une IRC ce qui souligne l’importance des gènes modificateurs, de

l’environnement, de la diète et du style de vie (cigarettes) sur la maladie. L’ADPKD est

souvent référée comme une polykystose rénale adulte puisqu’elle est pratiquement

asymptomatique chez les jeunes adultes et cause une IRC dans la cinquième décennie de

lavie.
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Tableau 1-II. Les manifestations rénales et extrarénales d’ADPKD

Type de complication Manifestations

(pourcentare de patients ADPKD affectés)

Rénal -kystes rénaux

—hypertrophie rénale
-hypertension (60%)
-maux du dos
—hématurie (50%)

-protéinurie (30%)

-pierres rénales (20-30%)
-infection de la voie urinaire
-insuffisance rénale (50%)

Cardiovasculaire -prolapse de la valve mitrale (26%)
—anévrysme cérébral* (5—10%)

Castrointestinal -kystes hépatiques*** (70%)2

-diverticula du colon
Autre -kystes pancréatiques*J

-kystes sp[éniqctes*

-kystes aux ovaires

*Trés souvent asvmptomatiquc: ManIfl2station extrarénale la plus sérieuse:
**1nifestat1oii extrarénale la plus fréquente: I: HLlston et al., 1993; Ruggieri et al.. 994; 2:

Everson, l993;: Torra et al., I 997.

Quant à la génétique de 1’ADPKD, il s’agit d’une maladie hétérogène. Deux gênes

majeurs sont impliqués: PKDÏ et PKD2. Les mutations dans le gène PKD) sont

responsables de 85% des cas ADPKD (Torra et al., 1996) et mènent à une insuffisance

rénale chronique à —53 ans (Hateboer et al., 1999b). Le gène PKD2 est muté chez

—15% des cas d’ADPKD causant une détérioration rénale clinique plus lente que PKD1

et par conséquent une IRC plus tardive vers —69 ans (Hateboer et al., 1999b). Ces gênes

seront décrits plus en détail dans la section 1.3.0.

1.2.2 La polykystose rénale autosomique récessive (ARPKD)

L’ARPKD est une maladie polykystique rénale infantile à transmission récessive avec

une incidence de 1/20 000 personnes (Zerres et al., 1998). Elle se présente dès le stage

néo-natal où les reins deviennent très gros dû principalement à des dilatations des

tubules collecteurs.



il

Tout comme 1’ADPKD. l’ARPKD présente des manifestations extrarénales importantes

(Gang et al., 1986; Lieberman et al., 1971; Cole et al., 1987). Les manifestations les

plus fréquentes qui accompagnent cette forme de kystogenèse rénale, c’est la dysgenèse

biliaire qui résulte en fibrose congénitale hépatique, en comparaison aux kystes

hépatiques chez l’ADPKD. Les patients ARPKD développent très souvent de

l’hypertension et de l’hyperplasie pulmonaire. la cause primaire du décès.

Les mutations dans le gène PKI-IDI constituent le défaut primaire d’ARPKD. Découvert

par le clonage positionnel sur le chromosome 6p21-cen, le PKHDÏ s’étale sur 472 kb du

génome et contient 67 exons. Il encode pour la fibrocystine/polyductine. une protéine dc

4072 acides aminés avec un poids moléculaire prédit de 447 kDa.

1.2.3 Les néphronophthïsies (NPII) et la maladie kystique

de la médulla rénale (MCD)

Ces deux maladies ont été longuement considérées comme une seule entité dû à un

phénotype histologiquement identique. Dans les deux cas, les kystes se forment au

niveau de la frontière cortico-médullaire du rein accompagnés par une infiltration

interstitielle et une fibrose. Les reins NPH et MCD sont de taille normale en

comparaison aux reins énormes ADPKD ou ARPKD.

Les différences entre NPH et MCD sont cependant observables au niveau du mode de

transmission, l’âge de l’apparition de Finsuffisance rénale et des effets extrarénaux.

La néphronophthisie est une maladie autosomique récessive qui se manifeste très tôt et

mène à une insuffisance rénale dans la première décennie de la vie. Il existe trois formes

de NPH. Il s’agit de NPH 1 (juvénile). NPH2 (infantile) et NPH3 (adolescente), causées

par des mutations dans la nephrocystine-l et 4. l’inversine et la nephrocystine-3,
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respectivement (Tab.1-I, Fig.1-3). La manifestation extrarénale la plus commune est la

dégénération de la rétine. Les anomalies squelettiques, l’ataxie cérébelleuse et la fibrose

hépatique sont également signalées chez les patients NPH.

La polykystose de la médulla rénale, quant à elle, a un trait dominant et mène à une

insuffisance rénale plus tardive. C’est une maladie hétérogène causée par des mutations

dans au moins deux gènes: 1) dans le gène d’uromoduline, la glycoprotéine urinaire la

plus abondante, situé sur le chromosome l6pl2 et 2) dans un deuxième gène pas encore

identifié. Certaines familles MCD ont des manifestations d’arthrite rhumatismale et

d’hyperuricémie.

L’étude de maladies rénales kystiques mentionnées ci-haut, les similarités et les

différences de leurs caractéristiques (rénales et extrarénales), suggère que la kystogenèse

puisse résulter d’une convergence commune des voies de signalisation de chacune

d’elles. Dans mon projet de maîtrise, nous nous intéressons à la forme la plus commune

de toutes les maladies héréditaires kystiques, l’ADPKD (Calvet et aÏ., 2001). Les

sections qui suivent présenteront en détail la problématique d’ADPKD: les gènes, les

mutations, la structure et localisation de la protéine, les fonctions potentielles et les

partenaires cellulaires des gènes ADPKD.
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1.3.0 Les gènes de la polykystose rénale autosomique dominante

1.3.1 Le gène PKD1 humain

1.3.1.1 Les caractéristiques du gène PKD1 humain

Le gène PKDI humain a été localisé en 1985 sur le bras court du chromosome 16

(16q13.3) (Reeders et al., 1985). 9 ans avant qu’il soit définitivement identifié en 1994

(European Consortium, 1994). Séparé par seulement 63 nucléotides, le gêne PKDI se

trouve dans la direction queue-à-queue avec le gène TSC2 qui encode pour la tubérine

impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire.

Le gène PKDI a une structure compacte de 46 exons dans une région génomique de 52

kb et produit un très grand transcrit de 14 kb (International Consortium, 1995;

llughes et al., 1995; American Consortium, 1995).

Deux tiers du gène humain PKD1 (-70% du gène) sont dupliqués plusieurs fois dans le

voisinage immédiat sur le chromosome 16. La région dupliquée correspond à lextrémité

5’ du gène à partir de l’exon 1 jusqu’à l’intron 34. Ces régions dupliquées sont appelées

les régions HG (Homologous Gene) ou des pseudogènes résultants probablement de

retropositions et/ou de recombinaisons homologues. Les pseudogènes produisent des

transcrits polyadénvlés (The Eui-opean Consortium, 1994) et ont 97% dhomo1ogie

avec le gène PKDY.

L’intron 1 de PKD1 a une longueur de plus de 15kb et pourrait contenir des éléments

régulateurs transcriptionnels. Dans cet intron se trouve également une des trois régions

riches en polypurinepolypyrimidine. les deux autres de trouvant dans l’intron 21 et 22

de 2.Skb et 05kb. respectivement. Ces régions peuvent former des triplexes

intramoléculaires qui mènent à la mutagenèse et la terminaison de la réplication d’ADN

(Blaszak et aÏ., 1999). Le promoteur proximal du gène PKD1 contient des séquences

consensus de liaison de différents facteurs transcriptionnels incluant les sites Spl. Ets,

AP-1, AP-2 et plusieurs éléments de liaison de LEF/TCf. Le gène PKD1 encode pour la

protéine polycystine-l qui sera décrite en détail dans la section 1.4.0.
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1.3.1.2 L’expression du gène PKD1 humain

Le gène humain PKD 1 est exprimé au cours du développement embryonnaire et rénal.

Chez un embryon humain de 5-6 semaines, l’expression du gène PKD1 est détectée dans

le tissu neural. les cardiomyocvtes. le mésonéphros et les dérivées endodermales. Au

niveau du rein embryonnaire humain. il est exprimé dans les tubules proximaux tandis

qu’au stade foetal l’expression est surtout détectée dans les tubules distaux. Chez

l’adulte, détecté par l’hybridation in situ (Chauvet et aI., 2002) et par la protection à la

RNase (Ward et al., 1996), le signal de PKD1 est très fort dans le cerveau, le coeur. le

poumon. un peu moins fort dans les muscles squelettiques et très peu dans le rein.

1.3.1.3 Les mutations dans le gène PKDT humain

L’identification des mutations chez les patients ADPKDÏ a été un processus long et

difficile en raison de la duplication (4-6 fois) et la taille énorme du gène PKDÏ.

1.3.1.3.1 Le nombre et le positionnement des mutations ADPKD1

Un peu plus de 250 mutations qui causent ADPKD1 ont été identifiées jusqu’à

maintenant dans le gène PKD 1. Ce nombre risque d’augmenter puisque chaque famille

ADPKD semble posséder sa propre mutation (Ariyurek et ut., 2004; Peral et aI., 1997).

Il y a deux types de mutations ADPKDI: typique et non-typique.

Les types de mutations typiques ADPKDI sont les mutations faux-sens, non-sens, les

insertions, tes petites délétions et les mutations d’épissage (Tab.1-III—I). Ces mutations

sont distribuées tout au long dtt gène PKD1; il ne semble pas y avoir de regroupement

(Perat et al., 1996a; Peral et al., 1997; Roelfsema et aI., 1997; Rossetti et al., 2001;

Veldhuisen et al., 1997). Toutefois, il est suggéré que ces mutations dans le gène PKD1

mèneraient probablement à la production de protéines tronquées dont le rôle n’est pas

C 0m-ni.



Tableau 1-III-I: La répartition des mutations dans le gène PKDJ

Type de mutation Nombre des mutations

Substitutions des nucléotides
Pc, ux-sens 76 (29)

Non-sens 64 (21)
Substitutions des nucléotides (épissage) 21
Petites délétions 63 (24)
Petites insertions 20 (8)
Grosses délétions 16 (6)
Grosses insertions & dupIicaions 2 t—i,
Réarrangements complexes (mversions) 3 t—ii

TOTAL 265 (-100%)
Données de Htiman Gene Mutation Database (i-1GMD)
httparchcvcuwcmac uk/u o

Des larges délétions du chromosome 16 représentent des mutations non-typiques

d’ADPKD 1 et mènent, contrairement aux mutations typiques ADPKD, à une forme plus

sévère et plus précoce d’ADPKD. Ces délétions particulières touchent partiellement ou

complètement les gènes PKD1 et TSC2 et donnent lieu à un syndrome contigu (Brook

Carter et al., 1994; Sampson et aI., 1997). Des larges délétions clans le gène PKD1

seul, sans délétion de TSC2, sont cependant très rares (Arïyurek et al., 2004; Tab.1-ffl-

I).

1.3.1.3.2 La corrélation génotype-phénotype ADPKD1

Plusieurs groupes se sont intéressés à faire une corrélation entre les mutations et le

développement, la progression et les manifestations rénales et extrarénales de la maladie

ADPKD.

Une étude a démontré que les mutations en 5’ du gène PKDY semblent plus sévères que

celles en 3’ (Rossetti et al., 2002b). De plus, ces mutations en 5’ N-terminal sont très

souvent associées à un phénotvpe vasculaire (Rossetti et aI., 2003). Les manifestations

extrarénales tel que l’anévrisme cérébral ont également tendance à se regrouper chez

certaines familles (Ruggieri et al., 1994; Huston et aI., 1993). Malgré ces associations,

une variabilité importante inter— et même intrafamiliale du phénotype est souvent
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rapportée chez les patients ADPKD (fick et al., 1994a; Milutinovic et al., 1992;

Geberth et al., 1995; Hateboer et al., 1999a). Une même mutation peut donner lieu à

un phénotype différent (IViilutinovic et al., 1992; Rossetti et al., 2002b). Le meilleur

exemple de cette variabilité intrafamiliale. c’est le cas des jumeaux dizvgotiques qui ont

tous les detix une même mutation non-sens mais étonnement une sévérité du phénotype

très différente (Peral et al., 1996b). Cette variabilité suggère une implication de gènes

modificateurs et de facteurs environnementaux dans la maladie. De plus, la maladie

semble moins agressive chez les femmes que chez les hommes (Gabow et al., 1992;

Dalgaard, 1957; Gretz et al., 1989). Le développement d’IRC survient 5 ans plus tôt

chez l’homme qcte chez la femme (Gretz et al., 1989; Choukroun et ctt., 1995)

suggérant un rôle hormonal dans ADPKD. Les femmes ADPKD enceintes ont plus de

risque de faire de l’hypertension, une autre indication du rôle des hormones dans

ADPKD.

1.3.2 Le gène PKD2 humain

1.3.2.1. Les caractéristiques du gène PKD2 humain

Le gène humain PKD2 a été localisé sur le chromosome 4q21-23 en 1993 (Peters et ctt.,

1993; Kimberling et al., 1993) et puis identifié en 1996 (i’Iochizuki et al., 1996). Étalé

sur une région d’ADN génomique de 6$ kb. le gène PKD2 a un transcrit de 5.4 kb

(Mochizuki et al., 1996), un transcrit beaucoup plus petit que celui du gène PKDY, et

ne comporte que 15 exons. Contrairement au gène PKDÏ, le gène PKD2 n’est pas

dupliqué. 11 encode la protéine polycystine-2 qui sera décrite en détail dans la section

1.4.0.

1.3.2.2 L’expression du gène PKD2 humain

L’expression dci PKD2 humain est semblable, sans être identique, à celle de PKDY; elle

est plus diffuse et commence plus tôt (Chauvet et al., 2002). Le gêne PKD2 est exprimé

dans la plupart des tissus foetaux et adultes (Chauvet et al., 2002; Mochizuki et al.,

1996). Au stade foetal, l’expression est très forte dans le poumon et les tubules
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collectetirs et distaux du rein. Au stade adulte, l’expression demeure forte dans le rein, le

coeur et le pancréas.

1.3.2.3 Les mutations dans le gène PKD2 humain

1.3.2.3.1 Le nombre et le positionnement des mutations ADPKD2

Environ 70 mutations ont été identifiées jusqu’à maintenant dans le gène PKD2 qui

causent ADPKD2 (Tab.1—III—II). Il s’agit des mutations faux-sens, non-sens, des

mutations de changement de cadre de lecture, des délétions et des mutations d’épissage.

Ces mutations mènent probablement à la production de protéines tronquées et à

l’inactivation du gène PKD2. Tout comme dans le cas de PKD1, il n’y a pas d’évidence

de regroupement des mutations PKD2 (Veldhuisen et ut., 1997). Contrairement au gène

PKD1, le gène PKD2 ne subirait pas de larges délétions génomiques telles que trouvées

dans le syndrome contigu (se référer à la section 1.3.1.3.1.).

Tableau 1-III-II: La répartition des mutations dans le gène PKD2

Type de mutation Nombre des mutations
(%)

Substitutions des nucléotides
Faux—sens 6 (8)

Non-sens 21 (30)

Substitutions des nucléotides (épissage) 9 (13)

Petites délétions 23 (32)

Petites insertions 8 (1 I)

Grosses délétions 1 (-1)

Grosses insertions & duplications 2 (-2)

Réarrangements complexes (inversions) 1 t-t)

TOTAL 71 (-100%)

Donn&s de Human Gene Mutation Database (HGMD)
hflp: archis euo cmae.ukiuum rnL1wn1dsearchhtmt

1.3.2.3.2 La corrélation génotype-phénotype ADPKD2

La maladie ADPKD2 est moins sévère mais phénotypiquement identique à l’ADPKDl

jugé par l’apparition de l’insuffisance rénale plus tardive chez les patients ADPKD2

versus ADPKD1. Tottt comme pour le gène PKD1, la localisation d’une mutation dans

le gène PKD2 semble être associée à la sévérité de la maladie (Hateboer et ut., 2000).
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Il est important de mentionner l’existence de patients ADPKD ayant des mutations dans

les deux gènes d’ADPKD, PKD1 et PKD2 (Pci et al., 2001). Ces mutations trans

hétérozygotes sont associées avec un phénotype ADPKD plus sévère que les mutations

dans le gène PKD1 ou PKD2 seul.

1.3.3 Le gène PKD3 humain?

Certaines études ont rapporté la présence de patients ADPKD qui ne semblent pas

posséder de mutations dans les gènes PKD1 ou PKD2 (Turco et al., 1996; Ariza et td.,

1997; Bogdanova et ut., 1995; DeAlmeida et al., 1995; Peï et al., 199$; Daoust et al.,

1995). Ces observations suggèrent l’existence d’un troisième locus ADPKD. Le gène

PKD3 reste cependant à être identifié. Les mutations dans ce troisième gène ADPKD

seraient plutôt une cause rare de la maladie ADPKD.

1.3.4 Les homologues des gènes de la polykystose rénale autosomique dominante

1.3.4.1 Mtts muscutus

La souris possède les orthologues de la polykystose rénale autosomique dominante

humaine. Il s’agit de Pkdl (Nihning et al., 1997) et de Pkd2, colTespondant au PKDY et

PKD2 humain, respectivement. Le Pkd 1 se trouve sur le chromosome murin 17 (Olsson

et al., 1996), tandis que le gène Pkd2 est situé sur le chromosome 5 (Wu et al., 1997;

Pennckamp et al., 199$). Contrairement au PKDÏ humain, le Pkdl murin n’est pas

dupliqué (Olsson et al., 1996) et ne contient pas de répétitions de séquence

polypurinepolypyrirnidine (Piontek et al., 1999). Toutefois, la région entre les sites de

polyadénylation PkdÏ et Tsc2 est très conservée et possède donc probablement un rôle

chez l’humain et la souris. Malgré quelques différences, les gènes ADPKD humains et

murins sont très homologues. Il existe -$O% d’identité entre les gènes PKD1 (Lhning

et al., 1997) et -95% d’homologie entre les gènes PKD2 humain et murin (Pennekamp

et al., 199$).
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Ces orthologues ne se ressemblent pas exclusivement au niveau de leurs séquences mais

ont également des similarités étroites de l’expression. Lors du développement.

l’expression de Pkdl est forte dans toutes les cellules dérivées de le crête neurale, le tube

neural, le système nerveux central, le tissu préchondrogénique, les glandes salivaires, le

métanéphros et les vaisseaux et moins forte dans les autres tissus (Guillaume et al.,

1999). L’expression rénale est maximale juste avant la naissance (E16-E1 9) et diminue

peu après la naissance (Guillaume et al., 1999; Geng et ut., 1997).

Quant à l’expression du gène Pkd2, elle ressemble beaucoup à celle de Pkdl

(Guillaume et al., 1999; Guillaume et al., 2000; Markowitz et al., 1999). Cependant,

contrairement au gène Pkdl, les dérivées de la crête neurale expriment peu le gène Pkd2.

À part le rein, le gène Pkd2 est exprimé également dans les muscles et les cellules

érythroïdes.

À part la souris, les séquences du gène PKD1 ont également été caractérisées chez le rat,

le poisson, le chien, l’oursin de mer et le nématode (Moy et al. 1996; Baru et

Sternberg1 1999).
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1.4.0 Les protéines de la polykystose rénale autosomique dominante

Les protéines d’ADPKD, la polycystine-l et -2, font partie d’une nouvelle famille de

protéines: la famille des polycystines. Cette famille est divisée en deux sous-groupes de

protéines compte tenu de leurs séquences et des homologies structurales avec soit la

polycystine-1 (famille “PC1-like” composée de 5 membres) soit la polycystine-2

(famille “PC2-like” composée de 3 membres) (Tab.1-IV). Les polycystines ADPKD, la

polycystine- 1 et -2, seront présentées en détail dans cette section.
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1.4.1 La polycystine-1

La polycystine-l est une molécule originale sans équivalent qui fait partie de familles de

protéines “PCI-like”. aussi appelée receptor-like family’’ (Fig.1—4). Elle a une masse

moléculaire calculée de 460 kDa (iluglies et al., 1995) mais d’environ 520 kDa compte

tenu des multiples sites de glycosylation (—60 sites de glycosylation) (Boletta et cd.,

2001). C’est une protéine très large de 4302 acides aminés. La PCI a une longue portion

N-terminale extracellulaire, 11 domaines transmembranaires prédits et un court domaine

C-terminal cytoplasmique. Elle contient plusieurs motifs protéiques distincts qui

pourraient être responsables de sa fonction cellulaire (Tab.1-V). Sa fonction ni son

ligand ne sont pas connus.

1.4.1.1 Le domaine extracellulaire de La polycystine-1

Le domaine extracellulaire constitue 70% de la protéine et contient plusieurs sous-

domaines: le peptide signal. le domaine LRR (Leucine Rich Repeat) entouré par les

domaines riches en cystéines. le domaine WSC (cell-wall integrity and stress-response

component domain), les domaines PKD (Ig-like domaines), le domaine lectine de type-

C, le domaine LDL, REJ et le domaine GPS (Fig.1-4).
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Figure 1-4: La structure protéique de la polycystine-1

hPKDI N
CRR

Tiré de Deimas dat., 2004b

C-c: Coiled-coil
CLD: C-type ieetin domain
CRR: Cvsteine-rich domain
G: G-protem activation site
GPS: G-protem-coupled receptor proteolytic site
LDL: Low-density lipoprotein-like domain
LH2: Lypoxvgenasn lsomology
LRR: Lcucine-rich repeats
PRD repeats: Pelycystic kidney disease repeats
REJ: Receptor for eggjeIIy, sea orchite homoiog
WSC: Cd wall integoty nid stress response cemponent

Tableau 1-V: La relation structure-fonction potentielle du domaine extracellulaire
de la polycystine-1

Sous-domaine Souris Humain Protéines connues qui ont ce sous- Rôle suggéré
extracellulaire aa** aa° (exon) domaine

Peptide signal 1—+23 1—+23 (1) Protéines sécrétoires Passage par la voie
sécrétoire

N LRR 32-+66 32-+66 (1)

LRR 68—+91 92—+1 15 (2) fibromoduline, Toil, Sut, déconne, Tnteraction avec la
92—+115 I 16-+140 (3) biglycane matrice extracellulaire
I 16—+140

CLRR 152--+177 152-+177(4)

WSC 180—+261 180—+261 (5) Tri chodernta harzianiurn fI-1,3 exonucléase Liaison aux
carbohydrates

Pkdl-i 277-+352 277-+352 (5)

Lcdfine type_C* 425—+531 425-+532 (6-7) Collectines, séléctines P, L, E, leukocyte- Adhésion cellulaire
endothetial ceit adhesion molecute, protéine
de liaison HIV-gpl2O

LDL-A 7 LDLR: récepteur de lipoprotéine de faible interaction avec la
densité (cholestérol) matrice extracellulaire

Pkdi-2 à 16 937-+2141 937-+2141 (fi-15) Collagénase et protéases bactériennes

REJ 2164-+2688 2168-+2693 (15-22) SuR]J, PCI-111cc 1,2,3, PKDREJ Canal de calcium

GPS1 3003—+3052 301 1—+3060 (25) Latrophiline, récepteur Ig-hepta, inhibiteur Récepteur couplé au
de l’angiogenèse cerveau-spécifique, PCI- protéines G
111cc 1, 2, 3, suREJ3, CD97

Légende: aa: la position des acides aminés; : un domaine présent chez tous les membres de la famille “PC l-111cc”; : la liaison au

calcium ou interaction ca1cium-dépendante www.ensembl.org; le numéro d’identification de la séquence murine:

ENSMUSG00000032855: le numéro d’identification de la séquence humaine: ENSG0000000871O.

- wsc

GPS

LH2

C-c

C



24

1.4.1.1.1 Le peptide signal

Le peptide signal hydrophobique de la polycystine-1 est constitué des 23 premiers acides

aminés encodés par l’exon 1 dans l’extrémité N-terminale extracellulaire. La présence

de ce peptide signal suggère une procession protéique via ta voie sécrétoire de la cellule.

1.4.1.1.2 Le domaine LRR

Les domaines LRR sont trouvés chez les protéines des différents organismes à partir des

virus jusqu’aux eucaryotes. Premièrement identifié chez la glycoprotéine-a2

(Takahashi et aÏ., 1985). le domaine LRR a été observé par la suite chez une multitude

de protéines impliquées dans la régulation d’expression génétique, la polarisation

cellulaire, l’apoptose et l’adhésion cellulaire permettant ainsi des interactions protéine-

protéine (Scott et aÏ., 2004; Smits et al., 2003; Vassart et al., 2004).

Un domaine LRR (Leucine-Rich Repeat) est constitué de 20-30 acides aminés qui

forment une structure non-globulaire en arc ou ‘‘horseshoe sÏiape’’(Enkhbayar et al.,

2004) avec un feuilÏet-t3 du côté concave de la structure et des éléments hélicaux du côté

convexe (Fig.1-5). Le feuillet-p contient un segment de 11 résidus précisément

positionnés (LxxLxLxxN/CxL) et très conservés chez les protéines LRR. Les structures

3D de certains complexes protéiques LRPiligand ont montré que la surface concave du

domaine LRR est idéale pour les interactions avec les hélices-a et penTiettrait diverses

interactions entre les protéines (Kobe et ut., 2001).

La polycystine-1 a deux répétitions de LRR, encodés par les exons 2 et 3, par rapport à

au moins 21 répétitions chez les protéines Toit de Drosophile, la déconne et le biglycane

(Guy et al., 1991). Ces deux répétitions de LRR chez la polycystine-l pourraient être

fonctionnelles et suffisantes pour la liaison au ligand. Deux des neuf répétitions LLR

chez le récepteur hGR (hmncm gonctctotropin receptor) sont capables par elles-mêmes de

conférer une réponse fonctionnelle complète et la liaison au ligand (Vischer et ctt.,

2003). Finalement, les domaines LRR de la polycystine-l sont entourés en N et C

terminal par les régions riches en cystéines, une caractéristique typique des protéines

extracellulaires.
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Figure 1-5: La structure du domaine LRR

1.4.1.1.3 Le domaine WSC

Encodé par une partie de l’exon 5, le domaine WSC contient jusqu’à $ résidus de

cystéines très conservées qui pourraient faire des ponts disulfures. Ce domaine a été

trouvé chez la [3-1,3 exogluconase de Trichoderma harzianum et les protéines de la

réponse au stress (cell-waÏl integrity and stress-response component prote ins) de

Saccharomyces cerevisiae. La [3-1,3 exogluconase contient deux copies du domaine

WSC alors que les protéines de levure n’en contiennent qu’une. L’importance du

nombre de copies de ce domaine n’est pas connue.

1.4.1.1.4 Le domaine lectine de type-C

Les lectines sont classifiées par le type de leurs domaines de reconnaissance des

carbohydrates (CRD). Il y a deux types de ces domaines: le type $ et le type L

(Drickamer, 1988; Drickamer, 1993a; Drickamer, 1993b). La polycystine-1 possède

un motif lectine de type L situé après le premier des 16 domaines PKD et encodé par les

La structure du complexe protéique humain Skpl-Skp2. La protéine Skp2 est une ubiquitine ligase et une protéine f-box
impliquée dans la régulation du cycle cellulaire. Elle contient 10 LRRs, sept dans son domaine N-terminal et trois dans le domaine
C- terminal (Schulman et aC, 2000).
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exons 6 et 7. Une des propriétés de ce type de lectine est sa dépendance au calcium pour

son activité de liaison aux carbohydrates. Les sélectines, les protéines membranaires

impliquées dans l’adhésion cellulaire et dans l’inflammation (Lasky, 1992; Fakuda et

aÏ., 1999), et les collectines sont des protéines qui possèdent ce domaine. Le domaine C

lectine de PCi est très similaire à celui des protéoglycanes qui agissent avec les

glycoprotéines de la matrice extracellulaire.

1.4.1.1.5 Le domaine LDL-A

Le domaine hydrophobe LDL-A de la polycystine-1 (International Consortium, 1995)

se trouverait entre le premier et 15 autres domaines PKD. Il s’agit d’un module de 40

acides aminés riche en cystéine (Fass et aI., 1997) trouvé chez plus de 100 protéines

dont le récepteur de lipoprotéine de faible densité (récepteur de cholestérol; Sudhof et

ut., 1985). Chez ce dernier, le domaine LDL-A hydrophobique médie la liaison du

récepteur avec son ligand, les lipoprotéines (Esser et al., 198$; Russeti et al., 1989), et

pourrait avoir un rôle similaire chez la polycystine-1.

1.4.1.1.6 Les domaines PKD (ïmmunoglobuline-like domains)

Chez la poÏycystine-1, environ 1300 acides aminés (30% de la protéine) sont regroupés

pour faire des structures semblables à celles des immunoglobulines, appelées les

domaines PKD ou ‘Ig-like’’.

Il s’agit de séquences d’environ 80 acides aminés formant des structures de feuillets-n.

La polycystine-1 contient 16 domaines PKD. Le premier domaine encodé par l’exon 5

est séparé des 15 autres qui eux sont regroupés en tandem et sont encodés par les exons

11 à 15. Les domaines PKD ne se ressemblent pas beaucoup entre eux à part d’une

portion de séquence très conservée, le motif WDFGDG$, trouvé sans exception dans

tous les domaines PKD. Une autre homologie remarquable est observée dans le domaine

PKD 10 et ce de l’humain jusqu’au Fugu (Bycroft et al., 1999). Ceci pourrait

représenter tin site potentiel de liaison de la polycystine-1 à un ligand.
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1.4.1.1.7 Le domaine REJ

Le domaine RFJ est composé d’environ 600 acides aminés et encodé par les exons 15-

22. Il se trouve entre le domaine GPS (Voir la section 1.4.1.1.8) et le dernier domaine

PKD. Le domaine REJ a été très étudié dans le récepteur-canal REJ (receptor for egg

elly) de l’oursin de mer et constitue une partie importante de la structure extracellulaire

et de la fonction même de cette protéine (Moy et al., 1996). Chez l’oursin de mer, loi-s

de la fertilisation le récepteur suREJ1 se lie aux glycoprotéines de l’oeuf (egg jelly) et

déclenche une réaction acrosomale en transformant le sperme en une cellule fusogénique

(Mengerïnk et al., 2002). L’homologue de ce récepteur chez l’humain s’appelle

PKDREJ et pourrait, tout comme son orthologue de l’oursin de mer, avoir un rôle

central loi-s de la fertilisation.

1.4.1.1.8 Le domaine GPS

Le domaine de clivage protéolytique des récepteurs couplés aux protéines G. les

protéines de sept domaines transmembranaires. ou GPS (G-protein coupled receptor

roteolytic site domain-GPCR roteolytic site) est une région d’environ 50 acides

aminés qui contient 2 à 4 résidus cystéines prompts à former des ponts disulfures.

Le clivage protéique dans le domaine GPS a été en premier démontré chez la

latrophiline/CL-l, un récepteur neuronal couplé aux protéines G de type N. La famille

des GPCR de type N ont la caractéristique d’avoir un très large et complexe domaine

extracellulaire N terminal (LNB-TM7) (Stacey et aÏ., 2000). Les membres de cette

famille ont un domaine GPS très conservé suggérant un rôle fonctionnel du clivage.

Dans le cas de la latrophiline (CL-l). le site de clivage a été localisé au niveau de la

séquence où -L représente la position exacte du clivage (Krasnoperov et al.,

1997). Ce clivage a un rôle fonctionnel puisque la CL-l endogène doit être clivée pour

l’activation du récepteur (Stacey et cil., 2000). Toutefois. même après le clivage les deux

fragments résultants restent fortement associés. En plcts de la latmphiline, ce domaine

est retrouvé dans plusieurs autres récepteurs membranaires (Ponting et al., 1999).
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Cependant, il reste à déterminer lesquels de ces récepteurs subissent réellement le

clivage dans le domaine GPS et quel est, s’il y en a un, le rôle fonctionnel du clivage.

Quant à la polycystine-1, elle contient un site GPS juste avant son premier domaine

transmembranaire dans la partie la plus distale extracellulaire. Le groupe de Gregory G.

Germino (Qian et al., 2002) a démontré un clivage de la polycystine-1 in vitro au site

GPS, un clivage qui serait dépendent du domaine REJ (Voir la section 1.4.1.1.7). Le

clivage, l’identification de la protéase impliquée (la machinerie cellulaire impliquée)

tout comme le rôle du clivage dans la fonction de la polycystine-1 et ce in vivo sont tous

des sujets qu’il faudrait étudier et qui donneraient nécessairement des indices importants

sur la fonction de PCI.

1.4.1.2 Le domaine transmembranaire de la polycystine-1

La polycystine-1 est une protéine de 9 à 11 domaines transmembranaires prédits par les

analyses d’hydrophobicité (International Consortium, 1995; Hughes et al., 1995). Par

contre, certaines analyses informatiques suggèrent plutôt 7 domaines transmembranaires

comme dans le cas des récepteurs couplés aux protéines G classiques (7TM). La

cristallisation de la protéine donnera plus d’indices par rapport au nombre exact de

domaines transmembranaires de la polycystine-1.

1.4.1.3 Le domaine cytoplasmique de la polycystïne-1

Un domaine cytoplasmique relativement court de la polycystine-l est constitué

d’environ 200 acides aminés et contient plusieurs sites de phosphorylation et des motifs

impliqués dans des interactions protéiques. Ces interactions pounaient relier la

polycystine-1 avec le réseau de signalisation intracellulaire.
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1.4.1.3.1 Les boucles cytoplasmiques

La première boucle cytoplasmique entre le premier et le deuxième passage

transmembranaire de la polycystine- I contient un domaine PLAT (polycystin- 1,

lipoxygenase and Œ-toxin) (Bateman et aI., 1999), aussi appelé le domaine LH2

(Lipoxygenase homology). Ce domaine est également trouvé chez la lipase

pancréatique humaine (vanTilbeurgh et aI., 1993), ta lipoxygénase-15 du lapin

(Gilimor et ut., 199$) et l’alphatoxine de CtostricÏiuni Peifringens (Navior et ci!., 1998).

Le domaine LH2 fait des sti-uctures de feuillets-n et serait responsable des interactions

protéine-protéine et protéine-lipide. Il est également le domaine protéique le plus

conservé entre le PKDI humain et le PKDI de Fugu (Sandford et aI., 1997).

La boucle entre les domaines transmembranaires 3 et 4 possède une séquence riche en

proline. Les séquences riches en proline ou plutôt les sites consensus PxxP, où

P=Proline et X=n’importe quel acide aminé, sont reconnues par les domaines SI-13 d’une

multitude des protéines (Kay et aI., 2000). Le domaine SH3 est retrouvé chez les

protéines du cytosquelette et de la signalisation intracellulaire (Abl. cdc25. cortactine,

myosine, tensine, RasGAP, sous-unité régulatrice de P13 K. PLCy, Src tyrosine kinase,

spectrine, ZO- I, Pex Ï 3p) et permettrait l’interaction protéine-protéine. L’ importance de

ce domaine dans la fonction de PCi n’est pas connue.

1.4.1.3.2 Le domaine C-terminal cytoplasmique

1.4.1.3.2.1 Le domaine coiled-coil

Les domaines coiled-coil sont des motifs des hélices-Œ enroulés dans une superhélice.

des structures idéales pour permettre les interactions entre les protéines. Ce domaine est

retrouvé chez les molécules de fusion vésiculaire dont les SNAP, SNARE et

synaptobrevine, impliquées dans le transport protéique membranaire. chez l’humain, la

polycystine-i contient un domaine coiled-coil entre les acides aminés 4193 et 424$.
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1.4.1.3.2.2 Les sites de phosphorylation

La phosphorylation est une modification post-traductionelle fonctionnelle chez une

panoplie de protéines ayant souvent une signification physiologique importante. La

polycystine-1 contient du côté cytoplasmique plusieurs sites potentiels de

phosphorylation. Il s’agit de quatre résidus tyrosine (Y41 10. Y41 1$. Y4127. Y4237) et

quatre résidus sérines (motifs S RS S R) qui pourraient être potentiellement phosphorylés.

Le première évidence de phosphorylation de polycystine-1 a été rapportée par le groupe

de James Calvet en 1999 (Parneli et al., 1999). En utilisant les protéines de fusion

contenant la partie C-terminale murine et la phosphorylation in vitro, ce groupe a

identifié pour la première fois la phosphorylation de sérine 4159 mcirine par la protéine

kinase A (PKA). PKA est une kinase dépendante de l’AMPc et a entre autre un rôle

critique dans la régulation des récepteurs couplés aux protéines G.

Les essais de phosphorylation in vitro tout comme l’utilisation des kinases commerciales

ont de plus démontré que les résidus Y4237 et S425 1 humains sont les cibles de c-src et

de la PKA, respectivement (Li HP et al., 1999; Parnell et al., 1999). La

phosphorvlation de tyrosine 4237 pourrait représenter un site d’ancrage et de

reconnaissance de protéines spécifiques pourvues de motifs SH2. Ces motifs lient les

tyrosines phosphorylées spécifiquement et sont retrouvés chez une multitude de

protéines: les protéines adaptatrices (grb2), les kinases (Src), les phosphatases (ship2),

les protéines d’ubiquitination (c-Cbl), les protéines de la régulation du cytosquelette

(tensine) et de la signalisation (PLCy, SOCS, RasGDP).

1.4.1.3.2.3 La séquence PEST

La séquence PEST (P, Pro; E, Glu; S, Ser; I, Thr) est un motif reconnu et sensible aux

protéases (la prolyt-endopeptidase et la cystéine protéase/calpaine) qui sont capables de

réguler via ce domaine la stabilité et l’abondance des protéines cibles. Cette séquence est

présente chez 95% des protéines ayant une demi-vie moindre de 2 heures, tel que les

proto-oncogènes c-fos, c-myc et l’ornithine décarboxylase. et chez moins de 10% des
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protéines plus stables. Certaines protéines dont la protéine -amyloide précurseur (APP)

impliquée dans la neuropathologie de la maladie d’Alzheimer, contiennent quatre

séquences PEST (Siman et al., 1989).

Une séquence PEST a été identifiée dans le domaine cytoplasmique de la polycystine-Ï

et pourrait cibler cette dernière à la dégradation limitant/contrôlant sa demi-vie. Dans le

cas où la séquence PEST serait exposée, ceci amènerait à une dégradation rapide de la

PC1. La liaison de PCI avec ces partenaires protéiques cellulaires pourrait cacher cette

séquence et empêcher sa dégradation rapide. Cette hypothèse tout comme la vraie

signification du domaine PEST chez la polycystine-1 reste à être vérifiées.

1.4.1.3.2.4 Le site d’activation des protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G tels que la protéine amyloïde d’Alzheimer (APP)

et le récepteur IGF—II/mannose 6-phosphate contiennent un motif consensus d’activation

des protéines G. la séquence BB BBxB ou BB BBxxB (B=résidus basiques R.

K, ou H X=résidu non-basique) (Nashimoto et cii., 1993; Okamoto et al., 1990). La

polycystine-1 possède une telle séquence (Parneli et al., 1998). Ce domaine est situé

dans la partie C-terminale cytoplasmique proximale à la membrane et est très conservé

chez l’humain, la souris et le poisson.

1.4.2 La polycystine-2

Contrairement à la polycystine-1, la polycystine-2 est une protéine beaucoup plus petite

de 968 acides aminés et d’un poids moléculaire de 110 kDa. Elle appartient au groupe

des polycvstines “PC2-like’ ou “ion channel-like” qui partagent tous des structures et

probablement des fonctions de canaux membranaires (Tab.1-IV). Tout comme les

autres membres de la famille “PC2-like”, la polycystine-2 contient six domaines

transmembranaires et deux extrémités, amino et carboxy terminale, cytoplasmiques

(Fig.1-6).
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À son extrémité carboxy terminale, la PC2 possède un signal de rétention du réticulum

endoplasmique (Cai et al., 1999) ce qui suggérerait une localisation fonctionnelle de

PC2 dans ce compartiment cellulaire. De plus, la polycystine-2 contient un domaine

coiled-coil et un site fonctionnel impliqué directement dans la liaison au calcium et la

régulation du canal ionique (Mochizuki et al., 1996), le motif “Ef-hand”. Ce motif a

une structure hélice-boucle-hélice particulière responsable de liaison aux ions Ca2 dans

70% des protéines qui ont ce domaine (Nakayama S et aI., 1994).

Figure 1-6 : La structure protéique de la polycystine-2

hPKD2

Tiré dc Dehnas et aL, 2004b

C-c: Coiled-coil
ER: Endoplasmic reticulum retention signal
EF-hand: Calcium binding domain
SH3: Src homology 3

La polycystine-2 a une similarité structurale avec la polycystine-l (Fig. 1-4 et 1-6). Elle

est à 25% identique et à 50% similaire au 6 derniers domaines transmembranaires de la

PCi (Mochizuki et al., 1996). L’homologie entre la polycystine-2 et -1 n’est pas limitée

qu’aux domaines transmembranaires. Il y a 30% d’identité et 50% d’homologie entre les

extrémités C-terminales de PC2 et PCi (Hughes et al., 1995). La polycystine-2 partage

également 25% d’homologie avec les canaux membranaires Na, K, Ca2 et les canaux

des cations trp (transient receptor potential) d’où son deuxième nom, la TRPP2 pour

transientreceptor potential oiycystin-2.

Consistant avec la structure et une homologie élevée avec les canaux membranaires

ioniques, la polycystine-2 forme un canal pennéable aux cations Ca2 dans plusieurs

modèles expérimentaux différents (Vassilev et ut., 2001; Gonzalez-Perrett et al., 2001;

Luo et aI., 2003). Selon le type cellulaire et la technique de détection employée, ce canal

peut être dépendant (Hanaoka et al., 2000) ou indépendant de la polycystine-i

(Gonza]ez-Perrett et ut., 2001; Vassilev et ut., 2001) et serait d’après les études très

récentes un régulateur important du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire. (Li

X et al., 2005; Grimm et al., 2006).

C
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1.5.0 L’analyse moléculaire d’ADPKD: expression et pathologie

Après l’identification des protéines de la polykystose rénale autosomique dominante,

plusieurs groupes se sont précipités à étudier leur expression temporelle, à partir des

stades précoces du développement jusqu’au développement du rein adulte, et spatiale,

rénale, extrarénale et intracellulaire. A cette fin, plusieurs anticorps contre la

polycystine-l et 2 ont été générés.

1.5.1. L’expression des polycystines-1 et -2

1.5.1.1. L’expression normale de la polycystine-1 humaine et murine

Jusqu’à maintenant, on compte au moins une vingtaine d’anticorps différents dirigés

contre les parties N et C terminales de la polycystine-l. Les premiers anticorps ont été

surtout ciblés contre la partie intracellulaire non-dupliquée de la polycystine-l. Les

études utilisant ces anticorps ont mené à plusieurs controverses et encore aujourd’hui, la

localisation de la polycystine-1 reliée à sa vraie fonction n’est pas connue. Les résultats

obtenus par les différents groupes semblent varier en fonction de plusieurs facteurs:

l’anticorps utilisé et de sa spécificité (Nauta et al., 2000a), la technique utilisée

(irnmunobuvardage, irnmunohistologie, j mmunocytochimie, microscopie électronique),

la fixation (paraffine, cryogénie), le type de cellules/organes pris pour l’étude tout

comme les conditions cellulaires. Plusieurs difficultés techniques rencontrées avec ces

anticorps peuvent être attribuées en grande partie à une structure complexe, une taille

énorme, des faibles niveaux d’expression protéique à certains stades du développement

tout comme une régulation pointue de l’expression de la polycystine-1 à l’intérieur

d’une cellule.

L’expression de la polycystine-l est régulée de façon temporelle et spatiale. Les PCi

humaine et murine sont détectées au cours de l’organogenèse normale dans l’épithélium

tubulaire rénal et ont des profils d’expression très similaires. L’expression de PCi dans

le rein foetal humain est très forte dans l’épithélium tubulaire de toutes les parties du

néphron et se concentre surtout dans les tubules distaux et collecteurs dans le rein
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mature (Ong et fit., 1999a,b; Paisson et ut., 1996; Peters et ut., 1996; Ward et ut.,

1996). Chez la souris, une très forte expression rénale au stade foetal atteignant les

niveaux d’expression maximale entre les jours embryonnaires 15.5 et 18.5 diminue de

façon importante au stade adulte (Geng et al., 1996; van Adelsberg et tÏ., 1997; Ong et

al., 1999a,b; Geng et al., 1997; Griffin et al., 1996; lbraghimov-Beskrovnaya et al.,

1997). L’expression de la polycystine-l dans les glomérules et les petits vaisseaux

sanguins rénaux n’est pas encore clairement définie en raison des difficultés techniques.

La polycystine- 1 est exprimée dans des nombreux tissus et types cellulaires. La

polycystine-1 humaine est exprimée dans les hépatocytes et l’épithélium biliaire du foie.

les cellules endocrines des îlots pancréatiques, les cellules musculaires lisses du muscle

et des valves cardiaques, les cellules épithéliales pulmonaires, les cellules de l’intestin.

la rate, le cerveait, la peau et les myofibres du muscle squelettique (Peters et al., 1999;

Veston et al., 1997). La souris a un profil d’expression extrarénal de la polvcvstine-l

très similaire au celui de Phumain (Geng et al., 1997; Griffin et al., 1997b). La

polycystine-l murine est fortement détectée dans le système cardiovasculaire. le coeur et

l’endothélium des vaisseaux majeurs. incluant Faorte et les artères intracraniales

(Boutler et aI., 2001).

Au niveau de la cellule, la polycystine-1 est détectée quasiment dans tous les

compartiments cellulaires (Tab.1—VI). Elle est présente dans le cytoplasme mais aussi

dans la membrane plasmique apicale et basolatérale. Cette localisation membranaire et

cytoplasmique pourrait être expliquée par un recyclage continuel de PCi à l’intérieur de

la cellule et semble dépendre des conditions cellulaires et de ses partenaires protéiques.

En effet, la localisation intracellulaire de la polycystine-l semble être dépendante et

dictée par d’atitres protéines tel que la polycystine-2 et la tubérine (Grimm et al., 2003;

Kleymentova et al., 2001). Récemment, le groupe de Caplan (Chauvet et al., 2004) a

également signalé le fragment C-terminal de PCi dans le noyaci. Après un intérêt accru

sur les cils primaires et leur rôle dans l’ADPKD. plusieurs groupes ont démontré que la

PCI peut localiser dans les cils primaires de l’épithélium rénal (Yoder et al., 2002b;

Nauli et al., 2003). Finalement, l’étude de Van Adelsberg (van Adelsberg et al., 1995)
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a suggéré une polycystine-l extracellulaire et a soulevé la question de l’existence des

différentes formes de polycystine-1 et leurs rôles potentiellement différents à l’intérieur

d’une cellule et dans les différents tissus.

Malgré ces controverses, tous les groupes sont unanimes sctr les points suivants. 1)

L’expression de la polycystine-1 est régulée de façon temporelle et spatiale. 2) La PC1

est détectée dans toutes les structures épithéliales rénales à des niveaux très élevés juste

avant la naissance. 3) L’expression diminue et atteint des niveaux presque indétectables

après la naissance et au stade adulte. 4) Dû à une expression de la polycystine-1

prédominante dans les tubules épithéliales rénales matures et une absence de son

expression à l’extrémité du bourgeon urétérique comme dans le mésenchyme non-induit,

la polycystine- 1 aurait pltitôt un rôle dans la différenciation terminale tubulaire que dans

l’induction même de la tubulogenèse. 5) À part le rein, une multitude de tissus,

épithéliaux et non-épithéliaux, ADPKD et non-ADPKD, expriment à des niveaux

variables la polycystine-1.
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1.5.1.2. L’expression normale de La polycystine-2 humaine et murine

Tout comme l’expression de la potycystiie-1, l’expression de la polycystine-2 est

régulée de façon temporelle et spatiale. La PC2 lutmaine et murine est exprimée dans

l’épithélium de toutes les parties dci néphron et est très forte chez le foetus (Ong et al.,

1999a,b; Markowitz et al., 1999). Toutefois, contrairement à la polycystine-], ces

niveaux d’expression ne semblent pas diminuer avec la maturité du tissu (Foggensteiner

et aI., 2000).

Quant à l’expression extrarénale, la PC2 humaine est détectée dans les structures

épithéliales pancréatiques, le foie. les poumons, le cerveau, les neurones, les intestins, le

coeur, le muscle vasculaire lisse et [es muscles squelettiques (Ong et al., 1999a). À
l’exception d’une expression très forte dans [e rein, la polycystine-2 murine est

cependant particulièrement exprimée dans les poumons. l’utérus et les ovaires et un peu

moins dans le cerveau, le muscle cardiaque, squelettique et lisse, la rate et les îlots

pancréatiques (Markowitz et aI., 1999). Il est intéressant de noter une expression très

forte in utéro et post-natale de la polycystine-2 dans les précurseurs des globules rouges

(Markowitz et al., 1999).

Au niveau de la cellule, l’expression de la polycystine-2 est détectée dans la périphérie

mais également à l’intérieur de la cellule, plus précisément dans le réticulum

endoplasmique et le Golgi (Tab.1-VII). Un peptide signal de rétention au réticulum

endoplasmiqcte permet à la polycystine-2 de se retrouver dans ce département (Grimm

et al., 2003; Kouten et al., 2002; Newby et al., 2002; Cal et aI., 1999). Cependant,

lorsque ce signal peptide est muté, la polycystine-2 est acheminée vers la membrane

plasmique tout comme dans le cas de traitement avec les chaperonnes chimiques ou les

inhibiteurs de protéasome (Chen et al., 2001; Luo et al., 2003; Vassilev et al., 2001).

Dans les cellules CHO, la localisation membranaire de la polycystine-2 est dépendante

de la polycystine-l (Hanaoka et aI., 2000). Finalement, tout comme la polycystine-l, la

polycystine—2 est détectée au niveau des cils primaires de l’épithélium tubulaire rénal où
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elle semble agir comme un canal à calcium (Nauli et al., 2003; Barr et al., 2001;

Pazour et al., 2002; Yoder et at., 2002b).
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1.5.1.3 L’expression des polycystines dans 1’AUPKD

Les études d’expression rénale des polycystines-1 et -2 chez les sujets normaux ont été

souvent accompagnées par celles des patients ADPKD (Tab.i-V1I1). Comme il a été

mentionné précédemment, un rein adulte exprime des niveaux très faibles, presque

indétectables de la polycystine-1. Cependant, chez les patients ADPKDI adultes, une

majorité des épithéliums tubulaires kystiques exprime et ce très fortement la

polycystine-l alors qu’une minorité importante des kystes en est complètement

dépourvu (Tab.1-VIII).

La distribution intracellulaire de la polycystine-I chez les patients ADPKD est

également anormale. Dans les reins kystiques, la polycystine-1 acquiert surtout une

localisation cytoplasmique plutôt que membranaire normalement observé dans les reins

non-kystiques (Paisson et aÏ., 1996). Quant aux patients ADPKD2 qui ont des mutations

dans le gène PKD2, les observations similaires sont rapportées. Chez ces patients, la

majorité des kystes semblent exprimer la polycvstine-2 alors qu’ une minorité n’ en

exprimerait pas suggérant des mécanismes de pathogenèse d’ADPKDl et d’ADPKD2

similaires (Ong et aï., 1999a,b).
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Tableau 1_VIII: L’expression des polycystines-1 et -2 dans l’ADPKD

Type d’ADPKD Expression de PCi Expression de PC2

Groupe Expression Pas d’expression Expression Pas d’expression
détectée détectée détectée détectée

(¾ dc kystes) (¾ de kystes) (¾ de kystes) (% de kystes)

ADPKD1

Peters et aL. 1996
- NO ND

(100) (0)
Palsson et al.. t 996 NO NO ND

Veston et tif., t 997 * ND ND
(NO) (ND)

Geng et al., 996 + ND ND
(La majorité) (La minorité)

Ong et al., 9996 * + ND ND
(70) (20)

Vard et t,I., 1996 -‘- ND NO NO

Griflin etti/., t996 * ND NO NO

ADPKD2
Ong et al., 1999e

(65) (35) (65) (35)
Foggenstcincr et aI., 2000 ND ND + +

(majorité) (miii t) rité)

ADPKDJ (PKD1/TSC2)
Ong et al., t 999b ( ma) orité) (rare) N D N D

ND: pas spéciPe: % de kyste: inclus si spécifié dans l’article; +: la présence de kystes avec une telle caractéristique: —: l’absence de
kystes avec une telle earactértstique.

1.5.2 Les mécanismes de pathogenèse ADPKD

Il existe quatre théories qui essayent d’expliquer la pathogenèse d’ADPKD. Je

présenterai en détail les deux théories principales les pius acceptées: la théorie du

deuxième hit (perte d’hétérozygocité) et la théorie d’effet dosage (haploinsuffisance).

1.5.2.1 La théorie du deuxième hit ou de perte d’hétérozygocité

L’ADPKD est une maladie autosomique dominante: un seul allèle doit être muté pour

développer la maladie. Chez les patients ADPKD, toutes les cellules épithéliales rénales

possèdent ctne mutation dans le gène PKD (PKD1 ou PKD2), sont porteuses du même

matériel génétique et devraient par conséquent former des kystes ttibulaires qui

affecteront tous les néphrons. Toutefois, seulement une minorité de tubules (<10%)

devient kystiques (Baert, 1978). La théorie du deuxième hit, aussi appelée la théorie de
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figure 1-7: La théorie du deuxième hit

ADPtD Tt teie

-j :e

h

_

tI[*
Gorm ne muleSon Senie PKD
5 )SC PKD Ai5’Ie nuin1n n e cnii

Figure modiliic de I-BhaIaI et aI., 2005
La theorie dii deu\ieme hit suggerc que la mutation Sermincile soit necessaire mais pas suflis,mte pout la loi mation des kystes Une
deuieme mutation (perte «heterozygocite oti mutation somatique) doit avoir lieti pour mener a la lormation de kystes Les celitiles
tubulaires kstiques sont monoclonales ce qui sctit dire qu’elles viennent totitcs d’une mdme cellule, et sont homozygotes pois la
mutation PKD

Premièrement, la théorie du deuxième-hit est renforcée par plusieurs équipes qui ont

détecté des mLttations somatiques ou une perte d’hétérozygocité dans les allèles sauvages

PKD de l’épithélium rénal et hépatique kystique ADPKD1 (Qïan et al., 1996; Brasier

et al., 1997; Qian et ctt., 1997a; Watnïck et al., 199$b; Koptides et al., 199$) et

ADPKD2 (Koptides et cii., 1999; Pei et al., 1999).

Deuxièmement, le rein est un bon candidat pour subir les mutations somatiques pour tes

raisons suivantes 1) Le rein a un métabolisme oxydatif rénal élevé 2) Les mutations

somatiques sont très élevées au sein des cellules épithéliales rénales (Colgïn et al.,

Kiudson (Knudson, 1971). propose qu’une perte d’hétérozygocité par une inactivation

somatique de l’allèle sauvage résulterait en perte totale de fonction de la polycystine

(perte de contrôle de différenciation et de prolifération cellulaire) (fig.1-7). Daprès

cette théorie. l’inactivation d’un deuxième allèle PKD est nécessaire pour développer

l’ADPKD. Dans ce cas. la polykystose rénale autosomique dominante serait une maladie

plutôt récessive au niveau cellulaire. La formation de kystes serait le résultat ‘dc

l’expansion clonale de cellules individuelles qui auraient subi le deuxième hit dans

l’allèle sauvage PKD” (Qian et ai., 1997a).
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2002); 3) La duplication du gène PKDI humain pourrait promouvoir la mutagenèse par

un mécanisme de conversion tel que rapporté dans d’autres gènes dupliqués (Tusie—

Luna et al., 1995; Collier et al., 1994; Hulsebos et al., 1996; Eikenboorn et al., 1994);

4) La présence d’une région riche en polypurinepolypyrimidine dans les introns 21 et 22

pourrait prédisposer le gène PKD I à la mutagenèse au cours de la mitose (Wang et al.,

1996).

Troisièmement, la théorie du deuxième hit est fortement appuyée par les modèles murins

ADPKD (Tab.1-IX; Voir la section 1.6.0). L’inactivation des gènes Pkdl et Pkd2

rnurins mène à la formation de souris homozygotes kystiques qui meurent in zitéro, alors

que les souris hétérozygotes sont viables et ne développent des k stes rénaux que vers

12 mois. De pius, les souris PKD2WS2D développent la polykystose rénale en raison

d’une mutation dans l’intron 1, une mutation qui provoque un réarrangement génique

rendant le deuxième allèle de Pkd2 très instable et inactif.

1.5.2.2 La théorie d’effet dosage ou d’haploinsuffisance

La théorie du deuxième hit réussit à expliquer plusieurs points de la pathogenèse

ADPKD. Par contre, elle n’explique pas la présence d’une expression très forte de

polycystine-1 et -2 dans l’épithélium kystique rénal ADPKD1 et ADPKD2.

respectivement (Ward et al., 1996; Geng et ctl., 1996; Ong et al., 1999b; Peters et al.,

1999; Wilson et al., 1999; Griffin et al., 1996; Lanoix et al., 1996; Palsson et al.,

1996; Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1997). De plus, les mutations somatiques ne

sont pas retrouvées dans tous les kystes d’ADPKDl ou d’ADPKD2. Les mutations

somatiques ou les pertes d’hétérozygocité ont été détectées dans seulement —30% de

kystes (Qian et al., 1996; Qian et al., 1997a; Brasier et ctt., 1997; Watnick et ctl.,

1998b; Koptides et al., 1999, Pei et al., 1999; Torra et al., 1999).

La théorie d’effet dosage propose que le niveau d’expression des polycystines serait un

élément important du destin de l’épithélium rénal et de l’homéostasie rénale. Une

surexpression de Pkdl chez deux modèles murins transgéniques tout comme les niveaux

réduits générés par un allèle Pkdl hypomorphe mènent tous les deux à la polykystose

rénale (Tab.1-IX, Voir la section 1.6.0) supportant fortement cette théorie. Selon cette
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dernière, il existerait un seuil critique d’expression du gène Pkdl nécessaire pour une

homéostasie rénale adéquate. Une dérégulation de ce seuil, une augmentation ou une

diminution, affecterait l’homéostasie rénale et mènerait à la formation des kystes. La

régulation des niveaux d’expression de Pkdl représenterait alors un moyen puissant pour

cibler les thérapies ADPKD.

1.6.0 L’analyse fonctionnelle des gènes d’ADPKD

Afin de connaître la fonction de gènes PKD1 et PKD2, leur implication dans le

développement et le mécanisme de pathogenèse, plusieurs groupes ont fait des

inactivations géniques totales ou partielles et des surexpressions de gènes ADPKD chez

la souris (Tab.1-IX).

1.6.1 Pkdl impliqué

1.6.1.1 L’ablation génique totale de Pkdl

Six ablations du gène Pkdl murin ont été générées dont certaines mimiques directement

une mutation décrite chez les patients ADPKD (Tab.1-IX). Ces différentes ablations se

distinguent principalement par la position de l’insertion d’ctne cassette néo dans le gène

Pkdl qui mène dans certains mutants à la production d’une protéine PCi tronquée.

La première inactivation du gène Pkdl murin a été faite trois ans après l’identification

dit gène par Lu et al. (Lu et al., 1997). Elle ciblait l’exon 34 de Pkdl et menait à la

formation des sotiris homozygotes det34 kystiques qui mouraient Il? utéro à El 8.5

(Tab.1—IX). L’apparition de kystes rénaux glomérulaires et tubulaires est rapportée à

environ E15.5. avant quoi le développement rénal était intact et normal. Les kystes sont

détectés également dans l’épithélium pancréatique (El3.5-14.5) et ce même avant

l’apparition de kystes rénaux. La présence d’hypoplasie pulmonaire ainsi que la survie

néonatale d’un petit nombre de souris homozygotes ne vivant que quelques heures sont

également rapportées chez ce modèle murin. Les hétérozygotes quant à eux sont viables
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et développent occasionnellement des kystes rénaux. Les mutants d’inactivation de Pkdl

qui ont suivi ont rapporté des observations phénotypiques très similaires.

Les mutants qui ont le gène Pkdl inactivé développent également des anomalies

extrarénales: des défauts squelettiques, des défauts cardiovasculaires majeurs, l’oedème

et l’hémorragie à environ E12.5-E13.5. Les différences au niveau des phénotypes

extrarénaux d’un mutant à l’autre pourraient suggérer un rôle fonctionnel des protéines

tronquées générées par certains mutants (Tab.1-IX). 11 est intéressant de noter que les

homozygotes en comparaison avec les hétérozygotes ne développent pas de kystes

hépatiques. la manifestation extrarénale la plus &équente chez les patients ADPKD. Ceci

pourrait être expliqué par le fait que le foie nécessite plus de temps pour développer des

kystes ou implique un mécanisme de pathogenèse différent de celui du rein.
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1.6.1.2 Le gène Pkdl hvpomorphe

Van Leeuwen ISL et al. (van Leeuwen et al., 2004) a développé un modèle murin avec

une dimincition importante de l’expression du gène Pkdl. Dans ce modèle, un épissage

aberrant du gène Pkdl a lieu suite à l’insertion d’une cassette ado dans l’intron 1. Ceci

mène à la production d’un codon stop prématuré à l’intérieur de la cassette néo dans $0

85% des transcrits Pkdl. Les souris homozygotes pour cet allèle qui ont des niveaux de

Pkdl réduits jusqu’à 20% ont des reins kystiques mais, contrairement aux mutants Pkdl

nuls. contournent la mort embryonnaires et sont viables. Les hétérozygotes quant à CCLX

ne sont pas affectés. La plupart des caractéristiques phénotypiques des mutants Pkdl

murin vu dans la section 1.6. 1 . I et des patients ADPKD sont rapportées également dans

ce modèle dont les kystes hépatiques, pancréatiques et les défaux cardiovasculaires.

1.6.1.3 La surexpression transgénique de Pkdl

Présentement, il existe deux modèles murins transgéniques qui surexpriment le gène

Pkdl. Ils ont été générés dans le but de vérifier l’hypothèse qu’une surexpression de

Pkdl. telle qti’observée chez les patients ADPKD (Voir les sections 1.5.1.3 et 1.5.2.2),

pourrait constituer la catise directe de kystogenèse rénale.

1.6.1.3.1 La surexpression de PKD1 humain

Le premier modèle murin d’expression de plusieurs copies d’un gêne d’ADPKD a été

publié en 2000 par Pritchard et ctl. (Pritchard et ut., 2000). Il s’agit d’une expression du

gène PKD1 humain chez la souris qui mène en faible lJropo1ion au développement de

kystes rénaux et hépatiques à environ un an après la naissance.

Ce modèle n’a pas réussi à confirmer irrévocablement l’hypothèse qu’une surexpression

de Pkdl cause ADPKD. En plcts de surexprimer le gène PKD1, ce modèle mcirin

surexprime le gène TSC2. un gène bien connu et impliqué dans la régulation de la

prolifération cellulaire, tout comme trois autres gênes humains RA326. NTHLÎ et
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SLC9A3R2. Un phénotype rénal faible et tardif inattendu et observé chez ce modèle

murin pourrait être expliqué par une atténuation du phénotype kystique prolifératif (Voir

la section 1.7.1.1). qui aurait pu être provoqué par une surexpression de PKDÏ seul, par

la présence d’un gène anti-prolifératif (TSC2) ou les trois autres gènes également

présents De plus, il s’agit d’une expression dtt gène PKDI humain qui pourrait, une fois

exprimé chez la souris, se comporter différemment et agit comme une protéine mutante

ou non-fonctionnelle. Finalement, dans le modèle de Pritchard et ctÏ., l’expression du

transgène PKDY est dirigée par le promoteur PKD1: l’expression rénale et extrarénale

du transgène très forte à des stades précoces du développement devient quasiment

indétectable au stade adulte (Voir la section 1.5.1.1). L’expression extrarénale de PKD1

pourrait contribuer voire causer ce phénotype rénal tandis qu’une expression adulte

faible du transgène pourrait être insuffisante pour mener à un phénotype plus sévère

rénal.

1.6.1.3.2 La surexpression de Pkdl murin rein-spécifique

Lin modèle murin développé plus récemment a réussi à confirmer de façon définitive

qu’une surexpression du gène Pkdl murin chez la souris peut causer la kystogenèse

rénale (Thivierge et aL. 2006). Dans ce cas, c’est le gène murin Pkdl qui a été

surexprimé chez la souris sous contrôle d’un promoteur rein-spécifique. En comparaison

avec le modèle de Pritchard et aL (Voir section 1.6.1.3.1), ce modèle continue de

surexprimer le gène Pkdl même au stade adulte et développe systématiquement des

kystes et une insuffisance rénale chronique à environ 4 mois. Cette étude a démontré

qu’une surexpression de l’allèle sauvage de Pkdl dans le rein, une observation

fréquemment rapporté chez les patients ADPKD (Ong et al., 1999b; Ward et aÏ., 1996),

peut être la cause directe de la polykystose rénale. Elle supporte fortement le mécanisme

pathogénétique d’effet-dosage dans l’ADPKD (Voir la section 1.5.2.2) et souligne

l’importance de maintenance de niveaux normaux du gène Pkdl dans l’homéostasie

rénale.



49

1.6.2 Pkd2 impliqué

1.6.2.1 L’ablation génique de Pkd2

Dans le but de générer un premier allèle nul de Pkd2. Somlo et son équipe (Wu et al.,

1998a) ont plutôt généré. de façon fortuite. un allèle instable suite à cm réarrangement

anormal dans la région N-terminale à l’extrémité 5’ du gène Pkd2 (Tab.1-IX). Par

recombinaison homologue, cet allèle muté peut subir soit une inactivation somatique ce

qui mène à une inactivation complète du gène soit revenir à son état sauvage non-muté.

Les souris homozygotes sont viables et développent des kystes rénaux vers l-3 mois.

Les souris hétérozygotes sont également affectées et développent des kystes rénaux,

hépatiques et pancréatiques après 2.5 mois d’âge. Les deux autres mutants Pkd2 générés

(Vu et al., 2000; Pennekamp et al., 2002) qui ont tous les deux des allèles mutants

Pkd2 stables ne produisent aucun transcrit. Ces souris homozygotes mectrent in utéro et,

tout comme les mutants de Pkdl, développent des kystes à environ El 5.5 tandis que les

hétérozygotes développent plutôt une maladie rénale polykystique adulte. Contrairement

à tous tes mutants Pkdl ou Pkd2 décrits jusqu’à maintenant, le mutant de

Pennekamp et uT, 2002 démontre une malformation de l’axe symétrique embryonnaire

gauche/droit.

L’analyse des mutants Pkdl et Pkd2 nous informe sur l’importance de ces deux

gènes dans l’homéostasie et la maturation rénale mais aussi dans le développement

pancréatique, vasculaire, cardiaque et squelettique. De plus, les phénotypes rénaux et

extrarénaux très semblables suggèrent par conséquent une implication de Pkdl et Pkd2

dans des voies de signalisation/interactions cellulaires convergentes. Toutefois, ces deux

protéines ont probablement des fonctions indépendantes l’une de l’autre tout comme des

partenaires protéiques distincts et tissus-spécifiques. Pour ne citer qu’un exemple. le

développement anormal de l’axe de symétrie gauche/droit de l’embryon est une

propriété unique à l’inactivation du gène Pkd2.

Le phénotype des mutants murins Pkdl et Pkd2 est très semblable à celui des

patients ADPKD. ce qui indique que la souris représente un bon modèle d’étude de la

polykystose rénale autant au niveau fonctionnel que thérapeutique.
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1.7.0 L’analyse de la physiologie cellulaire d’ADPKD: partenaires et voies de

signalisation de Pkdl

Afin de savoir un peu plus sur la fonction des protéines de la polykystose rénale, il faut

analyser en détail la pathologie cellulaire des patients ADPKD tout comme leurs

partenaires protéiques et les voies de signalisations impliquées chez les modèles murins

ADPKD.

1.7.1 La pathologie cellulaire des patients ADPKD

L’ADPKD se manifeste par la formation de kystes dans l’épithélium tubulaire rénal.

L’épithélium kystique observé chez les patients ADPKD présente des changements

pathologiques importants dans les processus cellulaires rigoureusement contrôlés

incluant la prolifération cellulaire, l’apoptose, la polarité cellulaire et la matrice

extracellulaire.

1.7.1.1-1.7.1.2 La prolifération cellulaire et l’apoptose

Très élevés lors de l’organogenèse, la prolifération et l’apoptose sont pratiquement

inexistantes dans un rein mature adulte. Dans les cellules épithéliales rénales normales

comme dans tous les autres types cellulaires, ces deux facteurs doivent être strictement

contrôlés. Ce point de contrôle fait défaut chez les patients ADPKD. Une augmentation

de l’apoptose ainsi que de la prolifération dans les cellules tubulaires kystiques est

rapportée chez ADPKD humain. L’indexe de prolifération et d’apoptose augmente dans

les reins ADPKD et ce dans l’épithélium kystique et non-kystique (Lanoix et al., 1996;

Woo, 1995; Nadasdy et al., 1995) indiquant que proliférationlapoptose pourraient

représenter des éléments déclencheurs de la kystogenèse.

Il a été suggéré que les mutations dans les gènes PKD mènent les tubules vers un état

moins différencié et donc plus sujet à la prolifération. La prolifération se traduirait par

une hyperplasie cellulaire très souvent rapportée chez les patients ADPKD. Les tubules
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qui posséderaient des mutations PKD subiraient la prolifération et la division cellulaire

pour augmenter en taille et en nombre.

1.7.1.3 La polarité cellulaire

Les molécules telles que les canaux ioniques et les protéines membranaires doivent être

distribuées et localisées à des pôles appropriés spécifiques dans la cellule afin de

permettre une polarité et un fonctionnement cellulaire adéquat. La polarité épithéliale

tubulaire est une caractéristique fondamentale pour la fonction normale du rein. Une

mauvaise expression ou une localisation intracellulaire anormale de ces protéines peut

transformer la cellule et changer ces propriétés fonctionnel les et opérationnelles. C’est

ce qui est observé dans l’épithélium kystique ADPKD où les molécules tels que

l’ankyrine, la fodrine, la calpactine, l’uvomoruline et le transporteur Na-K-2CF sont

mal localisées alors que l’alkaline phosphatase, le collagène de type IV,

l’aminopeptidase N, l’aquaporine 2 et l’intégrine Œ6f3 1 ont une polarité normale (Wilson

et al., 1992; Wïlson et al., 1995; Wilson et al., 1997).

Les cas les plus étudiés des protéines membranaires mal localisées dans

l’épithélium kystique ADPKD sont: la E-cadhérine, la pompe Na-K-ATPase et le

récepteur EGFR. Le mécanisme pathologique exact par lequel les mutations PKDI

mènent à une mauvaise localisation de ces protéines n’est pas encore élucidé.
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1.7.1.3.1 La £-Cadhérine

La E-cadhérine est un élément clé dans l’organisation de la polarité cellulaire. la

formation des pôles apical et basal et la formation des jonctions adhérentes. Elle est

responsable de l’architecture inter— et intracellulaire. En comparaison à l’épithélium

tubulaire rénal normal, les niveaux de E—cadhérine sont diminués dans l’épithélium rénal

ADPKD. De plus, dans l’épithélium kystique ce type de cadhérine est détecté au niveau

intracellulaire dans les structures vésiculaires périnucléaires alors que normalement elle

devrait se situer au niveau des membranes basolatérales (Charron et aÏ., 2000). Malgré

cette mauvaise distribution de E-cadhérine, les jonctions cellutaires semblent se former

ce qui suggérerait une redondance des cadhérines. En effet, la N-cadhérine, un type de

cadhérine exprimé surtout au niveaci embryonnaire non-différencié aussi appelée la

cadhérine mésenchymateuse, sembLe remplacer partiellement la E—cadhérine clans

l’épithélium kystique (Roitbak et al., 2004).

Cependant, ce n’est pas que les protéines des jonctions adhérentes qui sont mal

distribuées et localisées dans l’épithélium kystique. Tout récemment, Sflberberg et cil.,

(Silberberg et aI., 2005) ont montré que l’épithélium kystique ADPKD présente même

les protéines desmosomales normalement latérales au pôle apical.

+ +1.7.1.3.2 La pompe Na -K -ATPase

+ + ,.La pompe Na -K -ATPase est un complexe proteique important qui s occupe de

l’échange des ions sodium pour potassium. Ce complexe est responsable de l’absorption

des ions et du fluide via un transport actif des ions sodium du lumen tubulaire vers le

sang. Normalement située à la membrane basolatérale au stade adulte, cette pompe se

retrouve au pôle apical des cellules ADPKD (Wilson etaL, 1991b; Wilson etat., 2000).

Une localisation apicale de cette pompe est cependant normale au stade foetal dans un

rein normal en développement, mais se transpose atix membranes basolatérales après

l’organogenèse. Il a été proposé qu’une pompe Na-K-ATPase au pôle apical de

cellules épithéliales kystiques transformerait une cellule normale absorptive en une

cellule sécrétoire et serait très importante pour l’expansion kystique. Au cours de la
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kystogenêse, les kystes finissent par se séparer des tubules originaux (Wilson et al.,

1995) et reposeraient sur ce système sécrétoire pour former une structure kystique

remplie de fluide.

1.7.1.3.3 Le récepteur EGFR

Tout comme la pompe Na-K-ATPase (Voïr ta section 1.7.1.3.2), le récepteur EGFR

est mal localisé au niveau de l’épithélium kystique ADPKD. Localisée exclusivement au

niveau de la membrane basolatérale dans l’épithélium tubulaire rénal mature,

l’expression du récepteur EGFR actif est surtout détectée à la membrane apicale des

cellules ADPKD (Du et al., 1995). De plus, les reins humains ADPKD présentent une

immunoréactivité forte pour le EGF. le ligand du récepteur EGFR, dans l’épithélium et

le lumen kystique (Wilson et al., 1991a; Wilson et al., 1993; Du et al., 1995). Par

conséquent, le récepteur EGFR apical kystique peut se trouver en contact proche avec

son ligand permettant une boucle d’activation autocrine et menant à une prolifération

cellulaire exagérée et non-contrôlée. Ce type de autocrine loop” a été déjà démontré

chez plusieurs tumeurs incluant le carcinome rénal (Mydlo et al., 1989; Pekonen et al.,

1989). Il est important de noter que les kystes en comparaison aux cancers n’aboutissent

pas à un cancer rénal malgré un taux de prolifération élevé probablement en raison d’un

taux d’ apoptose également élevé qui l’accompagne.

1.7.1.4 La matrice extracellulaire

Une autre anomalie observée dans les étapes initiales de la kystogenèse et qui constittie

un des premiers changements cellulaires se trouve dans la matrice extracellulaire et la

membrane basale. La prolifération, la division, la différenciation et la polarité cellulaire

sont étroitement accompagnées par les changements dans la membrane basale. Or. dans

l’ADPKD on observe un épaississement de la membrane basale qui adopte une forme

plutôt irrégulière (Cuppage et aI., 1980; Wilson et aI., 1992). Ce défaut structural de la

membrane basale est accompagné par une production cellulaire anormale de

composantes participant à la constitution de la matrice extracelltilaire. Il s’agit d’une
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expression aberrante de laminine, du collagène de type I et IV, de fibronectine et des

protéoglycanes (Carone et ut., 1988; Liu et aï., 1992).

En résumé, il est important de souligner que l’épithélium kystique acquiert

plusieurs traits d’un épithélium immature et non-différencié: une localisation apicale de

plusieurs protéines basolatérales, une expression de protéines foetales au stade adulte tel

que la N-cadhérine et des niveaux de prolifération et d’apoptose élevés.

1.7.2 Les partenaires cellulaires des polycystines

1.7.2.1 La polycystine-1

Plusieurs partenaires protéiques de la polycystine-l ont été identifiés in vitro. Dans la

plupart des cas, ces partenaires protéiques ont été identifiés par la méthode de double

hybride chez la levure et confirmés par des co-immunoprécipitations et des

immtinolocalisations (Tab.1-X). En accord avec sa localisation membranaire et

intracellulaire (Voir la section 1.5.1.1), la polycystine-i semble interagir avec des

protéines d’adhésion cellulaire, via son domaine N-terminal extracellulaire, et des

canaux ioniques intracellulaires et des molécules de signalisation, via son domaine C-

terminal cytoplasmique.

Les différents domaines protéiques de l’extrémité N-terminale de PCi suggèrent un rôle

de cette protéine dans les interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire. La

PCi pourrait se lier directement avec les protéines principales des jonctions cellulaires.

la E-cadhérine et les caténines qui la relient avec le cytosquelette d’actine (Geng et al.,

2000; Huan et aI., 1999), et les protéines de l’adhésion focale (Wilson et al., 1999;

Geng et ut., 2000). La polycystine-l pourrait également communiquer via son domaine

extracellulaire N-terminal avec les composantes de la matrice extracellulaire, la

fibronectine, la laminine et le collagène (Weston et al., 2001; Malhas et al., 2002).

Finalement, la PCI semble être impliquée dans les interactions homophiliques cis et

trans (Ibraghimov-Beskrovnaya et aI., 2000).
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Quant au domaine C-terminal de la polycystine-1 ou plutôt son sous-domaine coiled

cou, il semble être capable d’interagir avec celui de la polycystine-2, son partenaire

protéique le plus étudié jusqu’à maintenant, et former un canal (Hanaoka et al., 2000).

Cette interaction entre la polycystine-1 et —2 est conservée chez les autres espèces

(Tab.1-X; Neili et al., 2004). La polycystine-2 n’est pas cependant le seul canal capable

d’interagir avec la polycystine-1. La sous-unité de la pompe Na-K-ATPase semble

avoir aussi cette propriété de liaison avec la PC1 (Zatti et ctt., 2005) suggérant un rôle de

la polycystine-Ï dans la régulation et le transport des ions.

Finalement, le produit du gène PKD 1 semble pouvoir lier iii vitro plusieurs molécules

impliquées dans les différentes voies de signalisation qui contrôlent la prolifération.

l’apoptose, la morphologie, le cycle et la différenciation cellulaire. Il s’agit des protéines

G (Parneil et al., 199$), les régtilateurs des protéines G (Kim E et al., 1999a) et les

protéines impliquées dans la voie JAKISTAT (Bhunia et al., 2002) et la voie PI3K

(Shillingford et al., 2006).
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Tableau 1_X: Les partenaires protéiques de la potycystine-1

Canal/régulation du transport d’ions
Polycystine-2 (hétérodimère) CT (Y2H, Co-IP)

Polycystine- 1 (homodimère ‘)) ND

Na-K-ATPase sous-unité CL CT (Y2H, Co-IP)

TRPC
Adhésion ce]]ulaire
Vinculine, paxïline, fAK ND (Co-IP)

Taline, pl3ocas,
Œ-actinine, pp6oc-src
Vimentine, cytokératine
K8IKÏ 8, desmine
Collagen I, II, 1V

(PF)
fibronectine collagène I, NT-domaine LRR (PF)
laminine
E-cadhénne, caténines (Œ,f3,y) ND (Co-IP)

Canal de calcium 1-4

Canal de calcium 5

Régulation du fluide membranaire et 6
transport d’électrolytes (ions)

Canal 7

Adhésion focale, cytosquelette d’actine 8,9

Adhésion focale, cytosquelefte d’actine 9

filaments intermédiaires 10

Matrice extracellulaire 11

Matrice extracellulaire 12

Jonctions adhérentes 9, 13

Intégrine

Polycystine- 1 (homophilique)

Signalisation
JAK 2

Tubérine

Protéine G

RGS7
E-cadhénne, caténines (a,13,y)

Siah-1

14-3-3

ND (Co-IP)

NT-domaine PKD (PF)

ND (Co-IP)

CI (Co-IP)

CT (Co-IP, Pf)

CT (Y2H, Co-IP)
ND (Co-IP)

CT (Y2H, Co-W)

CT (Y2H)

Adhésion focale, matrice extracellulaire 8, 9

Polycystines 14

Régulation de la voie JAK!STAT 15
Régulation de la voie PI3KJmTOR 16

Signalisation par protéines G/voie APi 17

Signalisation par protéines G 18
Régulation de la voie Wnt 9, 13

Ubiquitine-protéasome 19

ND 20

Co-IP: Co-immunoprécipitation; Pf: protéine de fusion. Y2H: méthode de double hybride chez la levure; ND:
non-déterminé; NT: N-terminal: CI: C-terminal; fAK: kinase de l’adhésion focale; RGS7: régulateur de
signalisation des protéines G; JAK: tyrosine kinase de la famille janus; Siah: homologue de Sina-even
absentia; suPKD2: l’orthologue PKD2 chez l’oursin de mer.
Ref.: Références; 1: Qian et al., 1997b; 2: Tsiokas et aÏ., 1997; 3: Hanaoka et al., 2000; 4: Newby et al., 2002;
5: Babich et al., 2004; 6: Zaffi et aï.. 2005: 7: L.T. et al., non-publié; 8: Wilson et al., 1999; 9: Geng et al.,
2000; 10: Xu et al., 2001; 11: Weston et al., 2001; 12: Malhas et al., 2002; 13: Huan et al., 1999; 14:
Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 2000; 15: Bhunia et al., 2002; 16: Shïllingford et al., 2006; 17: Pamell et al.,
1998; 18: Kim E et al., 1999a 19: Kim H et al., 2004; 20: Kim et al., JASN. non publié, 1997; 21: Hu et al.,
2005; 22: Neilt et al., 2004.

Partenaire Domaine impliqué Fonction suggérée/complexe Réf.
(méthode) protéique impliqué

ND

ND (Co-IP)

CT (Y2H)

NT-domaine C-lectine

Homologues
C. elegans ATP-2 Domaine PLAT Méchanosenseur, production d’ATP 21
(sous-unité f3 de l’ATP synthase) (Y2H, Co-IP) dans les cils
Oursin de mer suPKD2 ND (Co-IP) Canal, méchanosenseur 22
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1.7.2.2 La polycystine-2

Étant donné que le phénotype ADPKD causé par les mutations dans le gène PKD 1 et

PKD2 est très semblable, il est suggéré que ces deux protéines agissent ensemble et/ou

séparées dans les voies cellulaires convergentes.

In vitro, la polycystine-2 semble être capable de former des homodimères (Tab.1-XI)

(Tsiokas et at., 1997; Qian et al., 1997b; Gonzalez-Perrett et aI., 2001; Vassilev et al.,

2001) ou d’hétérodimériser avec la polycystine-1 (Hanaoka et al., 2000; Newby et al.,

2002; Qian et al., 1997b; Tsiokas et aI., 1997). De plus, le canal PC2 (Voir la section

1.4.2) poulTait interagir structurellement et fonctionnellement avec d’autres canaux

cellulaires dont le canal TRPCY (Tsiokas et aI., 1999) et le récepteur 1P3 de type I, un

canal du réticulum endoplasmique sensible aux niveaux de calcium intracellulaires (Li Y

et aI., 2005). Elle est capable de faire un lien direct via la troponine I et la tropomyosine

1 (Li Q et al., 20003a; Li Q et al., 2003b) et indirect via CD2AP et Hax-1 (Lehtonen et

al., 2000; Gallagher et ut., 2000) avec le cytosquelette d’actine. La polycystine-2

semble s’associer également avec mDia-1 (Rundle et al., 2004), tin partenaire de liaison

des protéines RhoA de la famille des protéines GTPases impliqué étroitement dans

l’organisation du cytosquelette et la signalisation cellulaire.

Les études des partenaires protéiques pourraient également expliquer la localisation

intracellulaire ou membranaire de la polycystine-2 (Tab.1-V1I). La localisation

intracellulaire de la polycystine-2 semble être régulée par des protéines qui se lient avec

elle dont les protéines PACS I et 2 (Kittgen et al., 2005). PACS I et 2 sont des

molécules interagissant directement avec les complexes du transport protéique

intracellulaire, le complexe protéique adapteur AP-1 et COPI, respectivement. La liaison

des protéines PIGEA-14 (Hidaka et al., 2004) et rnDia-1 (Rundie et al., 2004) avec la

PC2 semble aussi réguler la localisation intracellulaire de cette dernière.

Dans tous les cas, à part l’Œ-actinine qui peut interagir avec les deux extrémités N et C

terminale cytoplasmiques de la polycystine-2. les liaisons de partenaires protéiques avec
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la polycystine-2 se font via son domaine C-tenninal cytoplasmique. Il est intéressant à

noter que les deux polycystines de la polykystose rénale (PC-l et PC-2) ont certains

partenaires protéiques communs tel que 1’Œ-actinine et sont toutes les deux impliquées

dans la morphologie cellulaire et l’organisation du cytosquelette. Cette observation

suggère une fois de plus des mécanismes pathogéniques ADPKDY et ADPKD2

communs et inter-reliés.
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Tableau 1_XI: Les partenaires protéiques de ta polycystine-2

Partenaire Domaine de PC-2 Fonction suggérée Réf.
impliqué Complexe protéique impliqué

Polycystine-1 CT Canal ionique 1-4
(hétérodimère)

Polycystine-2 CT Canal ionique 3-6
(homodimère)

TRPC1 CT Canal ionique 7

Récepteur 1P3 type I CI Canal ionique 2

CD2AP CT Cytosquelette d’actine 9

Hax-1 CT Cytosquelette d’actine 10

Troponine-I CT Cytosquelette d’actine 11

Tropomyosine-l CT Cytosquelette d’actine 12

a-actinine NT, CI Cytosquelette d’actine 13

PACSI ; PACS2 CT Trafficking 14
(Transport intracellulaire)

PIGEA-14 CT Trafficking 15
(Transport intracellulaire)

mDial CI Canal ionique nécessaire lors de la 16
division cellulaire?

Pericentrine ND Assemblage de cils primaires 17
Id2 CT Cycle cellulaire 18

Homologues

SuREJ3 ND Canal 19
(Réaction acrosomique)

PIGEA-14: o1ycystin-2 interactor, olgi- and çndoplasmic reticulum-associated protein with a molecular
mass of 14 kDa rnDia-1: mammalian Diaphanous-1; CD2AP: 2-ssociated protein; PACS:
phosphofurin acidic çluster sorting protein; TRPC: transient receptor potential çhannel; suREJ3: orthoÎogue
de PKD1 humain chez l’oursin de mer; CI: C-terminal; NT: N-terminal: ND: pas déterminé.
Réf.: Référence; 1: Hanaoka et al.. 2000; Z: Newby et al., 2002: 3: Qian et al., 1997; 4: Isiokas et al.,
1997; 5: Gonzalez-Perreft et al., 2001; 6: Vassilev et al.. 2001; 7: Tsiokas et al., 1999: 8: Li Y et al., 2005:
9: Lehtonen et al., 2000: 10: Gallagher et al., 2000; 11: Li Q et aï.. 2003b: 12: Li Q et al., 2003a: 13: Li Q
et al., 2005; 14: Kôttgen et al., 2005; 15: Hidaka et al.. 2004: 16: Rundle et al., 2004: 17: Jurczyk et al.,
2004; 1$: Li X et al., 2005; 19: NeilI et al., 2004.



1.7.3 Les voies de signalisation de la polycystine-1

figure 1-8: Les voies de signalisation régulées par la polycystine-1

Figure modifiée de Bolefta et al., 2003
Les lignes solides indiquent les connections publiées, tandis que les lignes interrompues indiquent les voies
suggérées. Abréviations: GSK-33: glycogen synthase kinase 3; PKC: protein kinase C; PC-l: polycystine-l;
PC-2: polycystine-2.

1.7.3.1 Les protéines G

60

La polycystine-1 contient un site d’activation et de liaison aux protéines G (Voir la

section 1.4.1.3.2.4). La fonctionnalité de ce site a été démontré in vitro par Pameli et al.,

en 199$ (Parneli et al., 199$). En plus de lier et d’activer les protéines G, la

polycystine-1 est capable de moduler la voie des protéines G en stabilisant un régulateur

négatif de la signalisation des protéines G, le RGS7 (Kim E et al., 1999a). Les voies

médiées par les protéines G impliquent l’adénylate cyclase et les MAPK kinases

responsables de la régulation de la sécrétion des fluides cellulaires, de la prolifération et

de la différenciation cellulaire.

REDUCED 3ROT-f [iiJoLLoGENs:si CaL SJRVIVL

Ce So,y
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1.7.3.2 La voie canonÏque Wnt

L’activation de la voie canonique Wnt consiste en stabilisation de la -caténine qui se lie

avec les facteurs transcriptionnels LEF/TCF et qui régule la transcription de gènes

impliqués dans la prolifération cellulaire, le développement foetal et la néphrogenèse. La

polycystine-Ï semble impliquée dans cette voie de plusieurs façons.

In vitro, la PCi semble être la cible directe de la voie canonique Wnt/-caténine dû à la

présence des éléments LEF/TCF dans le promoteur proximal de PKD1 (Rodova et al.,

2002). Pitis, la polycystine-1 semble se lier à la F3-caténine au niveau des adhésions

cellulaires (Geng et al., 2000; Huan et al., 1999) et pourrait alors réguler les pools de f3-

caténine stables dans la cellule et par conséquent la voie Wnt. De plus, la surexpression

du domaine C-terminal clans une lignée cellulaire embryonnaire humaine résulte en une

inhibition de la GSK ce qui permet la stabilisation de la f3-caténine endogène et une

stimulation de la transcription de gènes LEF/TCF/f3-caténine (Kim E et al., 1999b).

Contrairement à cette étude, les expériences de Le et aï., (Le et al., 2004) ont montré

que la voie Wnt ne semblait pas être régulée par la polycystine-1 ni dans les cellules

normales ni dans les cellules kystiques.

De plus, les modèles transgéniques murins de la f3-caténine (Tab.1-X1I1; Romagnolo et

al., 1999; Saadi-Kheddouci et al., 2001) et de ses cibles transcriptionnelles, c-myc et

prothymosine o. (Trudel et al., 1991; Li KJ et al., 2005), tout comme l’implication de

ces gènes dans la pathologie ADPKD humaine, appuient ctne implication importante

cependant non-exclusive de PCi dans la voie Wnt canonique.

1.7.3.3 La voie AP-1

AP-1 est un complexe transcriptionnel composé de jun et de fos ou d’homo- et

d’hétérodimères des facteurs activateurs de transcription ATF qui lient des éléments de

réponse TRE. La voie de signalisation AP-l régule la prolifération et t’apoptose

cellulaire et est stimulée par les factectrs de croissance et les cytokines. Dans une lignée
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cellulaire embryonnaire rénale, le domaine C-terminal de la PCI est capable d’activer la

voie AP-1 via les kinases JNK et PKCŒ et les protéines de la famille Rho, le Cdc42 et la

protéine Rac (Arnould et al., 1998). L’activation de la voie APi par la polycystine-i

semble être médiée par son domaine C-terminal via les protéines G et est compromise

dans les cellules rénales humaines ADPKD et les cellules transgéniques PKDÏ (Le et

al., 2004). De plcts, le domaine cytoplasmique C-terminal de la polycystine-1 ciblé dans

le noyau semble être capable d’activer par lui-même la voie AP-i (Chauvet et ut.,

2004). Le mécanisme d’activation transcriptionnelle et les cofacteurs impliqués dans ce

processus ne sont pas encore élucidés.

1.7.3.4 La voie calcineurine/NFAT

Le calcium est un second messager très puissant et impliqué dans une série

d’évènements intracellulaires et de signalisation. La polycystine-i semble impliquée

dans la régulation du calcium intracellulaire via (flanaoka et al., 2000) ou

indépendamment de la polycystine-2 (Babich et ut., 2004).

Un lien direct entre les niveaux de calcium et la signalisation de la polycystine-l a été

démontré par le groupe de James Calvet en 2004 (Purï et al., 2004). Dans cette étude,

l’expression du domaine C-terminal de la polycystine-1 dans les cellules HEK293T

mène à l’activation de la voie de signalisation calcineurine/NFAT via les protéines Gq et

la PLC. La calcineurine est une sérine thréonine kinase calcium-dépendante qui

déphosphoryle le facteur transcriptionnel NFAT dans le cytoplasme. Ce dernier sous

forme déphosphorylée passe dans le noyau où il régule la transcription de gènes du

développement embryonnaire, la différenciation et 1’ apoptose cellulaire.

1.7.3.5 Les autres voies

Les voies JAK/STAT et PI3K (mTOR) sont toutes les deux impliquées dans la

prolifération et le contrôle du cycle cellulaire, des anomalies majeures observées dans

l’épithélium ADPKD. La polycystine-l semble être capable de lier les intermédiaires
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importants de ces voies, la JAK et la tubérine (Bhunïa et ut., 2002; Shihingford et al.,

2006) qui activent respectivement les voies JAK/STAT et PI3K!mTOR. L’implication

de polycystine-l dans cette dernière voie offre beaucoup d’intérêt puisque la

rapamycine, un inhibiteur de la voie de signalisation mTOR, est très efficace pour

réduire la kystogenèse rénale dans certains modèles murins PKD (Tao et al., 2005;

WahI et al., 2005).

1.7.4 Les modèles de ]a kystogenèse rénale

Afin de mieux connaître le processus de kystogenèse et les voies de signalisation

impliquées, plusieurs modèles de rat et de souris ont été obtenus dont le phénotype

ressemble à celui de la polykystose rénale humaine. Il s’agit de modèles résultants de

mutations spontanées, insertionnelles et chimiquement induites (Tab.1- XII) ou

générées par des manipulations génétiques précises (Tab.1- Xffl).

1.7.4.1 Les mutations spontanées, insertionnelles et chimiquement induites

Au tout début, avant les manipulations génétiques, les études de la polykystose rénale

ont reposé sur des modèles de rat et de souris développant une kystogenèse rénale

induite par l’administration de substances chimiques dont les corticostéroïdes et l’acide

nordihydroguaiaretique (Iab.1- XII). Par la suite, plusieurs autres modèles obtenus par

des mutations spontanées ou des mutations insertionnelles dans des différents gènes sont

apparus (Iab.1- XII). Ces gènes mutés ont été dans la plupart des cas identifiés et

clonés et semblent avoir une fonction dans la prolifération, la régulation du cycle

cellulaire ou la ciliogenèse. Ces modèles ont permis d’étudier la kystose rénale au

niveau cellulaire tel que la pathologie cellulaire, l’identification de gènes modificateurs

du phénotype kystique et leurs effets sur la progression de la maladie et finalement les

effets de différents agents thérapeutiques.
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Tableau 1- XII: Les modèles de la polykystose rénale: Mutations spontanées,
insertionnelles et chimiquement induites

Gène muté Chr. Nom du modèle Fonction suggérée du gène Ref.
(protéine) (espèce)

Mutations spontanées
Cysi (Cystine) 12 Cpk (s) Stabilisation des microtubules9 1

Bicci (Bicaudal C) 10 Bpk (s) ? 2

Neki $ Kt;Kat2 (s) Régulateur du cycle cellulaire? 3
(NIMA-related kinasel)

Nphp3 (Nephrocystine3) 9 Pcy (s) ? 4

Pkdrl 5 Han:SPRD-cy (r) ? 5

Meckélïne (MKS3) 5 Wpk (r) ? 6,16

Pkhdl (Fibrocystine) Pck (r) ? 7

Mutations insertionnelles

NekS Jck (s) Régulateur du cycle cellulaire $
(NIMA-related kinase 8)

Nph2 (Inversine) Inv/Inv (s) Ciliogenèse 9

Tg737mut (Polaris) 14 Orpk (s) Ciliogenèse 10

Tsc2 (Tubénne) I Eker (r) Suppresseur des tumeurs 11

Mutations chimiquement induites
Bicci (Bicaudal C) 10 Jcpk(m) ? 12

DPT - (r) - 13

NDGA - (r) - 14

Corticostéroïdes - (s, r, h, 1) - 15

NDGA: acide nordihydroguaiaretique; DPT: 2-amino-4,5-diphenyl thiazole; MIMA: neyer in mitosis A related
kinase; r: rat s: souris; 1: lapin; h: hamster;?: pas connu; -: pas applicable; Clw: localisation chromosomque; Han:
Hannover kat: kidney nema and testis; bpk: BAL/C olycystic kidrteys; pcy: polycystic; jck: juvenile çystic
yçidneys; orpk: Oak Ridge polycysfic kidneys; cpk: congemtal polycystic kidneys; mv: inversion of embryomc
turrnng.
Réf.: Références; 1: fry et al., 1985; Hou et al., 2002; Prcnunger et al., 1982; Simon et al., 1994; Ricker et al.,
2000; 2: Cogswell et al.. 2003; Guay-Woodford et al.. 1996; 3: Janaswanii et al.. 1997: Upadhya et al., 2000; 4:
Nagao et al.. 1995; Takahashi H et al., 1991; Takahashi H et al., 1986; Olbnch et al., 2003: 5: Bihoreau et al.,
1997; Cowley et al.. 1993; 6: Nauta et al., 2000b; 7: Lager et al., 2001: Katsuyama et al.. 2000: 8: Atala et aL,
1993: Liu et al., 2002; Holland et al., 2002; 9: Mochizuki et al., 199$; Morgan et aL. 1998: Otto et al.. 2003;
Phillips et al., 2004: 10: Moyer et al.. 1994; Yoder et al., 2002a; 11: Eker, 1954; Kobayasifi et al., 1995; 12:
flahertv et al., 1995: Cogswell et al.. 2003; 13: Kamvar et al., 1984: 14: Goodman et aL, 1970; Evan et aL, 1979;
15: McDonald et al., 1990; Crooker et al., 1976: Filmer et al., 1973; Ojcda et al., 1986; 16: Smith et al.. 2006.
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1.7.4.2 Les ablations géniques et la transgenèse

Les ablations ou inactivations géniques et la transgenèse sont parmi les meilleurs outils

aujourd’hui pour étudier le rôle direct d’un gène nouvellement identifié. Dans le

domaine de polykystose rénale, ces approches expérimentales ont permis d’identifier les

facteurs importants dans la kystogenèse et les gènes modificateurs de la manifestation et

la sévérité de la maladie. L’inactivation totale ou conditionnelle de plusieurs gênes du

développement embryonnaire et rénal, de la prolifération, de la croissance et de

l’adhésion cellulaire mène à la polykystose rénale (Tab.1-XIII).

Plusieurs souris transgéniques générées surexprimant des formes natives, actives ou

dominantes négatives de gènes de la prolifération, l’adhésion et la différenciation

cellulaire développent la polykystose rénale (Tab. 1—XIII). Les sociris transgéniques

surexprimant les composantes de la voie canonique Wnt, la F3-caténine (Romagnolo et

al., 1999), le c-myc (Trudel et al., 1991) ou la cible directe de c-myc, la prothymosine a

(Li KJ et al., 2005), développent tous la polykystose rénale suggérant un rôle important

de cette voie dans l’ADPKD. La surexpression des proto-oncogenès RasT24 et le vircis

SV4O (Schaffner et cii., 1993; MacKay et ctt., 1987; Kelley et ai., 1991) tout comme la

surexpression des plusieurs facteurs de croissance incluant les facteurs HGF (Takayama

et al., 1997), KGF (Nguyen et cti., 1996) et le TGFŒ (Lowden et ai., 1994), mène à un

phénotype kystique. Tous ces nuitants énumérés ci-haut sont capables de déclencher le

processus de kystogenèse et de reproduire de nombreux traits pathologiques de la

polykystose rénale.

La génération de ces modèles murins a permis de savoir un peu plus sur le mécanisme

(Thivierge et al., 2006; Pritchard et al., 2000) mais aussi sur la signalisation

intracellulaire impliquée dans PKD (Moser et al., 2003; Nakayama K et al., 1994.;

Gresh et aÏ., 2004; Togawa et al., 1999; Qian CN et ctt., 2005; Lo et al., 1997).
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Tableau 1- Xffi: Les modèles de la kystogenèse rénale: Ablations géniques et transgenèse

Gène muté Fonction du gène Réf.

Ablation géniques
HNf-1’ Facteur de transcription, développement embryonnaire 1

AP-2f3 Facteur de transcription, développement embryonnaire 2
Œ31 Intégiine Adhésion cellulaire, développement rénal 3

ACE Maintenance de la pression sanguine 4
Bd-2 Proto-oncogène, apoptose, prolifération 5

RhoGDIŒ Organisation du cytosquelette 6
SOCS/IFN’ Inflammation 7

BMP-7 Prolifération, développement embryonnaire $

Psgsl Inflammation, contractilité vasculaire 9

APC1 Oncogène, voie de signalisation canonique Wnt 10

Tg7373’ Ciliogenèse 11
Kif3A1 Ciliogenèse 12
Tensine Organisation du cytosqueleffe 13
Cnbl1 Voie de signalisation NFAT 14

Pkdl Récepteur, canal, adhésion cellulaire Voir Tab. 1-X

Pkd2 Canal Voir Tab.1-X1

Aqp-11 Canal 15

Transgéniques
c-myc1 Facteur de transcription, proto-oncogène, apoplose 16

(1-prothymosine Apoptose 17
f3-caténine Adhésion cellulaire, voie de signalisation canonique Wnt 18

(forme active)
IINf-lfV Facteur de transcription, développement embryonnaire 19

(forme mutante)
Pax-2 Facteur transcriptionnel, développement embryonnaire 20

RasT24oncogene Proto-oncogène, prolifération cellulaire 21

Simian virus 40 Proto-oncogène, prolifération cellulaire 22
early region

c-Erb-B2 Proto-oncogène, prolifération cellulaire 23
Endothéline-1 Prolifération, vasoconstriction 24

HGF Facteur de croissance, prolifération 25

KGF facteur de croissance, prolifération 26

TGf-Œ Facteur de croissance, prolifération 27
hGH Facteur de croissance, prolifération 28

Pkdl-Tsc2 Pkdl: Récepteur, canal, adhésion cellulaire 29
Tsc2: Suppresseur de tumeurs

Pkdl’ Récepteur, canal, adhésion cellulaire 30

1spécïflque aux reins; Réf.: Références; 1: Gresh et al., 2004; 2: Moser et al., 2003; 3: Kreidberg et al., 1996; 4:
Carpenter et al., 1996; 5: Nakayaina K et al., 1994; Veis et al., 1993; Sorenson, 1999; 6: Togawa et al., 1999; 7:
Metcalf et al., 2002; 8: Jean et al., 1997; 9: Dinchuk et al., 1995; Morbam et al., 1995; 10: Qian CN et al.,
2005: 11: Murcia et al., 2000: 12: Lin et al., 2003; 13: Lo et al., 1997; 14: Chang et al., 2004; 15: Monsluta et
al., 2005; 16: Tmdel et al., 1991; 17: Li KJ et al., 2005; 18: Saadi-Kheddoucï et al., 2001; Romagnolo et al.,
1999: 19: Hiesberger et al., 2004: Hiesberger et al., 2005; 20: Dressier et al.. 1993; 21: Schaffiier et al., 1993;
22: MacKay et al., 1987; KelIey et al., 1991; 23: Stocklin et al., 1993; 24: Hocher et al., 1997; 25: Takayama et
al., 1997; 26: Nguyen et al., 1996; 27: Lowden et al., 1994; 2$: Wanke et al., 1991: Brem et al., 1989; 29:
Pritchard et al.. 2000; 30: TNvierge et al., 2006.
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1.8.0 Projet de maîtrise

L’ADPKD, une des maladies génétiques les plus communes, affecte 12.5 millions de

personnes à travers le monde. Un remède n’existe pas; les seuls traitements sont la

dialyse et la transplantation, deux traitements très invasifs. Les coûts de ces derniers

surpassent 1 milliard sus chaque aimée (rapporté par la fondation PKD) d’où la

nécessité des thérapies moins invasives et peu coûteuses.

Le développement des approches pour empêcher la croissance des kystes, le

ralentissement ou idéalement la réversibilité de la maladie implique une bonne

compréhension de la pathogenèse ADPKD et par conséquent une compréhension de la

fonction de polycystine-1, le produit du gène muté chez 85% des patients ADPKD.

1.8.1 Le but i long terme

Dans un but à long terme d’identifier les cibles thérapeutiques d’ADPKD. nous avons

décidé d’étudier le rôle de la polycystine-l in vivo dans un modèle murin.

1.8.1.1 Le N-terminal de la polycystine-1, un domaine fonctionnel de PCi ?

Plusieurs observations suggèrent que le rôle de la polycystine-1 pourrait être médié via

son domaine extracellulaire N-terminal.

Premièrement, le domaine N-terminal de la polycystine-l constitue 2/3 de la protéine et

est composé de plusieurs sous-domaines. In vitro, ces sous-domaines ou pltitôt ces

motifs protéiques semblent être impliqués dans les interactions cellule—cellule et cellule-

matrice extracellulaire (Tab.1-X). Les défauts dans l’adhésion cellulaire et dans la

composition de la matrice extracellulaire sont deux des caractéristiques typiques de la

pathogenèse ADPKD (Voir la section 1.7.1). L’interférence avec certains de ces sous

domaines extracellulaires tel que les domaines Ig-like (Voir la section 1.4.1.1.6) en

utilisant les peptides oct les anticorps spécifiques mène à un développement rénal et une
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tubulogenèse altérés (van Adelsberg et aI., 1999; Ibraghimov-Beskrovnaya et at.,

2000).

Deuxièmement, la polycystine- 1 appartient à une famille des protéines dont tous les

membres identifiés jusqu’à maintenant possèdent un site de clivage protéolytique GPS

dans l’extrémité N-terminale juxtamembranaire (Voir la section 1.4.1.1.8). Cette

modification post-traductionnelle de la polycystine-l a été démontrée in vitro totit

comme chez son orthologue suRE], et résulte en deux fragments, le N-terminal qui

contient toute la partie extracellulaire et le C-terminal transmembranaire et

cytoplasmique. Le clivage semble nécessaire à la fonction biologique de la polycystine-l

suggéré par un modèle murin possédant une mutation dans le site de clivage qui

développe la poykystose rénale (Qian et aÏ., 2005). De pius, le fragment N-terminal

posséderait à lui seul des propriétés tubulogénétiques (Qian et aI., 2005).

Le rôle de la partie N-terminale pi-é- et post-clivage n’est pas connu. Cette partie clivée

qui représente une partie tronquée de la polycystine—l pourrait avoir un rôle fonctionnel

important et indépendant de la polycystine—1 native non-clivée.

Troisièmement, un rôle fonctionnel de la polycystine-l mutante tronquée est suggéré par

plusieurs observations. Les souris avec une inactivation du gène PkdÏ produisant des

protéines tronquées semblent avoir une durée de vie plus longue que les souris avec

l’allèle Pkdl nul (Tab.1-IX). Ensuite, une différence au niveau de la sévérité et des

manifestations phénotypiques entre les différentes souris Pkd 1 “knock-out” et des

patients ADPKD ayant des mutations PKD différentes suggère des fonctions

indépendantes de la protéine PCI tronquée par rapport à la protéine non-tronquée native.

Finalement, les patients ADPKD ayant des mutations en 5’ du gène Pkdl ont une

progression de maladie plus rapide que les patients avec des mutations en 3’ (Rossetti et

al., 2002b) suggérant une fois de plus un rôle fonctionnel des pmtéines tronquées et non

pas une perte totale de fonction de l’aiièle muté comme suggéré par la théorie du

second-hit (Voit’ la section 1.5.2.1). Deux mécanismes moléculaires de la ky’stogenèse

sont théoriquement possibles mais restent à être démontrés: 1) les polycystine-l
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mutantes tronquées chez les patients ADPKD inhiberaient la polycystine-1 normale et

auraient un effet de dominant négatif ou 2) la polycystine— I mutante aurait plutôt une

activité biologique nouvelle et aurait un effet dominant de ‘gain de fonction”.

1.8.2 L’hypothèse et t’approche expérimentate

Suite aux observations de surexpression de PCi chez les patients ADPKD (Voir la

section 1.5.1.3) et le nouveau modèle murin SBPkd1TAG où une surexpression de Pkdl

cause la kystogenèse (Thivierge et aÏ., 2006; Voir la section 1.5.2.2), une des stratégies

thérapeutiques attirantes serait de réguler voir diminuer les niveaux de PCi en générant

des dominants négatifs.

Notre hypothèse est que le domaine extraceLLuLaire de la polycystine-l joue tin rôle de

dominant négatif. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons généré une souris

transgénique. appelé le modèle Pkdletru, surexprimant une polycystine-l tronquée de ses

parties transmembranaires et cytoplasmique et reproduisant ainsi les mutations

existantes chez deux patients ADPKD.

1.9.0 Note concernant l’appendice

Les souris transgéniques Pkdiextia exprimant le domaine extracellulaire de la

polycystine-1 font l’objet principal de ce mémoire. Cependant, des résultats et

observations additionnels pour Pkdlcxtra ainsi que pour [es souris transgéniques

SBPkdlcxtia/TAG exprimant le domaine extracellulaire spécifiquement aux reins sont

résumés dans l’appendice.
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ABSTRACT

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is associated with mutations

most frequently in the Pkdl gene but also in the Pkd2 gene. While most of the Pkdl or

polycystin-1 protein consists of a large extracellular region, the role(s) of this

extracellular region remains elusive. To investigate the function of this region in vivo,

the Pkdl gene was deleted of the intracellular and transmembrane regions by BAC

homologous recombination retaining exclusively the Pkdl extracellular dornains

(Pkd 1 extraBAC) and accordingly, mimicked naturally occurring hum an ADPKD

mutations with truncation at the extracellular-membrane junction. Four transgenic unes

were established that expressed this specifically Pkdlextra transgene, 2- to 80-fold over

endogenous levels and the polycystin-1 extracellular region remained mainly tethered to

the celis. Ail transgenic animais from the four unes consistently displayed a renal cystic

phenotype. Consequently, these transgenic mice reproducibly developed renal functional

aÏterations similar to human autosomal dominant PKD with proteinuria, renal

insufficiency, anernia and die of renal failure at late ages. Analysis for renal downstream

effectors of the Pkdiextra transgene showed increased c-myc transcripts and pc2 protein

expression. Altogether, we have identified molecular partners and targets of the Pkdl

extracellular domains and generated a physiologically faithful mouse model ofADPKD.
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INTRODUCTION

Human autosomal polycystic kidney disease (ADPKD) is one of the most common

genetic diseases. ADPKD is characterized by the presence of many renal epithelial cysts

in ail parts of the nephron that affect both kidneys. Typically, the cystic dilatations of

tubules and glomeruli in ADPKD kidneys ultimately resuit in remodeling of the renal

architecture. Consequently, the renal physiologic functions are altered leading to

insufficiency that accounts for 10% of ail individuals requiring renal replacement

therapy by the sixth decade of life. This disease has been associated with various

extrarenal manifestations including hepatic cysts and cerebral aneurysm’.

Mutations in PKD1 or PKD2 gene are associated with ADPKD. The PKD1 gene, the

most frequently mutated, is large and spans 54kb consisting of 46 exons, generates a

14kb transcript and encodes a 4302 amino acid protein called polycystin-1 (PCi) 2-5 In

silico, polycystin-1 analysis revealed that the amino terminal portion consists of

multimodular domains described as: leucine-rich repeats flanked by cysteine-rich

structures (LRR), a LDL-A domain, a C-type lectin domain, 16 PKD (Jg-like) tandem

repeats, a REJ-like domain (receptor egg jelly), a GP$ domain (G protein-coupled

receptor proteolytic site) Evidence of post-translation modification of PCi has been

provided from ectopically expressed PCi undergoing partial cleavage at the GP$ 6

These domains are followed by 11 transmembrane domains. The first intracellular!

cytoplasmic loop contains a so-called PLAT domain (for polycystin- 1, lipoxygenase and

alpha toxin) 70 whereas the last intracellular loop contains a potential PEST sequence

and at the carboxy terminal end, a coiled-coil domain comprised of 5 heptad repeats.

Based on these predictions, the polycystin-1 protein could act as a ceil surface receptor
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or participate in a large membrane protein complex that could be involved in ceil-ceil

and/or cell-matrix interactions. The polycystin-2 is a 6 transmembrane protein that is

thought to act as a calcium-permeable cation channel.

A wide spectrum of mutations for the PKD 1 gene has been reported and most of which

are unique to a single family. Most frequently, these PKD1 mutations are predicted to

cause a truncated protein due to frameshifi, deletion, nonsense or spiicing defects

although a significant minority are missense 11-14 Many patients have potential truncated

Pkdl genes and despite the other PKD1 allele being expressed developed KI) 15,16

The pathogenetic mechanism leading to ADPKD is stili flot clearly established. A

proposed PKD1 pathogenetic mechanism for renal cyst development is a gene-dosage

dependent process based on a loss-of-heterozygosity phenomenon i.e. “two-hit”

mutation and an overexpression mechanism. Evidence for recessive inactivation of

PKD1 was provided by somatic mutations, in addition to an inherited germ une

mutation, in a subset of renal cysts that lead to cellular clonal expansion and

cystogenesis 17-19 In contrast, a gain-of-function mechanism is supported from

overexpression ofthe normal PKD1 allele shown in ADPKD renal studies, by increased

renal PKD1 expression levels as well as by the majority of cysts staining positively for

polycystin- 1 15,20,21

In mice, cystogenesis can result from various Pkdl mutation mechanisms. Loss-of

heterozygosity or loss of single allele/haploinsufficiency has been shown to be associated

with formation of renal cysts 22-29 Recently, we have produced transgenic mice with
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specific renal Pkdl overexpression that developed a cystic phenotype 30• Altogether, these

resuits indicated that a protein dosage imbalance ofthe renal polycystin-1 can lead to a PKD

phenotype and suggested that a similar mechanism may prevail in human ADPKD.

To understand the role of the polycystin- 1 extracellular region in mice, we have generated a

truncated form of the Pkdl gene based on two previously described truncated mutations in

human ADPKD (WS2 19 and p130) at the extracellular regionlmembrane junction 11,14

lacking specifically the membrane-spanning and intracellular domains. Using homologous

recombination on our previously isolated and characterized Pkdl-BAC, we have engineered

a truncated polycystin-1 protein. Expression of this truncated polycystin-1 transgene caused

a slow progressive cystic phenotype associated with renal insufficiency as described in

human ADPKD.
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RESULTS

Production 0fPkd1j.jra-BAC and transgenic mice

b identify the role of the extracellular domain, we engineered a truncated polycystin-1

form for functional analysis based on previously mutations documented in two patients

(WS2 19 and p130) 11,14 The Pkd 1 gene was deleted j ust prior to the first transmembrane

region (Fig.2-1A), thereby removing by homologous recombination the membrane

spanning and intracellular region in the Pkdl-BAC that we have isolated and

characterized The Pkdl-BAC was modified with a recombination vector that

contained 1.25kb of the Pkdl exon23-25 gene tu! nucleotide 3 1,129 corresponding at

amino acid 3043 just prior to the first transmembrane region, that included two point

mutations to generate a stop codon, and adjoined to 1.lkb ofPkdl non-coding sequences

in exon 46 (299bp), poly A and flanking sequences (864bp) for appropriate transcript

processing (Fig.2-1B). The novel junctions were sequenced and this vector seiwed in

homologous recombination to produce the PkdlextraBAC. This PkdlextraBAC was

analyzed with four restriction enzyme digestions and seven probes as previously

described for wild type Pkdl-BAC 30• Figure 2-1C is a representative example ofthese

analyses. The PkdlextrallAC was digested with Miul and ClaI truncating the Tsc2

regulatory elements and 5’ halfofthe gene to ensure lack ofTsc2 exogenous expression

in ah tissues and to remove the BAC vector sequences. This 77 kb Pkdlextra fragment

was isolated, purified and used for oocytes microinjection.
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Figure 2- 1 (page suivante): Production 0f Pkd1tr:j_BAC construct
A) Schematic representation of the combined wild type and extracellular region of Pkd 1-BAC construct.
Region ofthe Pkdl gene conserved in the PkdlextraBAC are indicated in dark grey; deleted Pkdl region in
Pkdl -BAC are shown in open box the insertion of a termination translation codon in exon 25 ofextra
Pkdlextra_BAC is indicated by a STOP sign. Exons (boxes) numbers are indicated and introns/non-coding
sequences (dark grey une). Six probes consisting in exon 1, 7-15, 15-20, 23-25, 36-45, 46 are iÏlustrated
and two set ofpnmers for quantitative (fq, Rq) and semi-quantitative (Fs—q, Rs—q) expression analysis are
indicated. Restriction sites are indicated above the constmct as follows: E. EcoRI: B, BamHI; H, Hindili:
C, ClaI; M, Mini.
B) Illustration of the pld53PA-dependent homologous recombination steps on the PkdlwT-3AC that lead
to the generation of Pkdlextrj_BAC• The BAC recombmation vector vas produced by introducmg mto the
pld53PA the recornbmation cassette consisting of Pkdl exon23-25 and 3’UTR Pkdu/3UTR Tsc2. This
vector was recombined into the Pkdl1 -BAC, following selection (chlorarnphemcol and ampicilhn), to
prodtice BAC co-integrates. These co-integrates underwent a second selection event (chlorarnphenïcol and
sucrose) to eliminate the vector and the duplicated regions and thereby, generated the resolved Pkdlextra_
BAC for these studies.
C) Comparison ofthe genomic restriction rnap analysis of PkdlwT -BAC and the modified Pkdlcxtra_BAC
Analysis by Southem blotting conflrrned that the Pkdl extraceflular region vas intact with exon 1 and
exon 7-15 probes in PkdlexaBAC whilst the region between the exons 25 and 46 has been deleted as
revealed with exon 23-25 and 46 probes. The four different probes are indicated over the individual blots
whereas the restriction enzyme digestions and expected size are indicated under the blots. M: X Hindili
marker; E: EcoRi; B: BamHI; WT: Pkdl-BAC: Ex: Pkdl -BAC.extra
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Four Pkdlextra transgenic mouse unes were generated carrying multiple copies of the

transgene (2, 22, 50, 86). These transgenic unes were analyzed for transgene integrity

by genomic DNA analysis using polymorphisms, Southem and PCR (Fig.2- 2A &B).

All unes showed intact copies of the 5’ Pkdlextra transgene flanking sequences based

on a polymorphism (4.5kb upstream) specific to the 129Sv strain from which the BAC

derives compared to the C57BLI6J and CBA!J strains that served to generate transgenic

mice (Fig.2- 2A). The Pkdlextra gene integrity was demonstrated by Southem blotting

analysis using three restriction enzyme digests and five probes (Fig.2- 2B).



)

A
P

k
d
l e

xt
ra

M
C

C
5

Z
C

E
A

J2
9

2
9

11
39

20
0

bp
:1

D

B
23

.1
k
b
_

9
.4

k
b

_
6.

6k
b

4.
4k

b

E
n
d
o
g
en

o
u
s

T
ra

n
sg

en
e

P
kd

1

E
co

R
i

9.
6k

b
9.

6k
b

2
3

1
k

b
—

9
4

k
b

—

6
6

k
b

4
4
k
b

—

2
3

k
b

—

2
0
k
b

—

P
k
d
l e

xt
ra

P
ro

b
e

E
xo

n
7-

15
E

xo
n

23
-2

5

F
ig

u
re

2-
2:

G
en

om
ic

an
al

ys
is

o
f

P
kd

le
xt

r.
i

tr
an

sg
en

ic
m

ic
e

A
)

G
en

or
ni

c
an

al
ys

is
o
ft

h
e

5’
re

gu
la

to
iy

re
gi

on
ba

se
d

on
ou

r
id

en
ti

fi
ca

ti
on

o
fa

po
ly

rn
o;

ph
is

rn
at

-4
5

k
b

up
st

re
ar

n
of

th
e

A
T

G
tr

an
sl

at
io

n
in

it
ia

ti
on

co
do

n
of

m
ur

in
e

P
kd

l
ge

ne
.

M
:

lO
O

bp
D

N
A

la
dd

er
;

C
:

H
20

,
co

nt
ro

l
fo

r
P

C
R

re
ac

ti
on

;
C

57
:

C
57

B
L

/6
J

m
ic

e;
C

B
A

:
C

B
A

JJ
m

ic
e;

12
9:

12
9/

sv
m

ic
e.

B
)

A
na

ly
si

s
o

ft
h

e
tr

an
sg

en
e

bo
dy

w
as

ve
ri

fi
ed

us
in

g
an

E
co

R
I

di
ge

st
io

n
w

ith
th

e
ex

on
7-

15
pr

ob
e,

w
he

re
as

th
e

3’
en

d
o
fP

k
d
lt

ra
n
sg

e
n
e

w
as

an
al

ys
ed

us
in

g
B

ar
nH

I,
E

co
R

I
an

d
H

in
di

lI
di

ge
st

io
ns

w
ith

ex
on

23
-2

5
pr

ob
e.

M
:

2
H

in
di

lI
rn

ar
ke

r.

M
2

9
11

39
M

2
9
1
1
3
9
2

9
1

1
3

9
2

9
1

1
3

9
M

B
am

H
I

E
co

R
i

H
in

di
li

5
1
k
b

9
4
k
b

7
1
k
b

2
8
k
b

1
5
9
k
b

4
5

k
b

—
j

(D



80
Expression anaÏysis of the Pkdlexti.a transgene

Transcript analysis was canied out by several means. First, renal transgene expression

was investigated in the different unes by Nortliern blotting using Pkdl probe that wiÏl

detect the transgene trariscript expected at 976kb whereas the endogenous transcript will

be at 1414kb and a gapdh probe at 1.2Kb to serve as internai control. Among the four

different transgenic unes (n=3 to 5 mice per une), a range ofrenal expression levels were

obtained for the Pkdle\tra transgene from 2- to —80—fold above the endogenous

expression level (fig.2- 3A). Interestingly, the Pkdlextra transgene levels did not appear to

alter the endogenous Pkdl expression levels. Second, semi-quantitative RT-PCR was

perfornied for the 4 transgenic unes at aduit age and was designed to distinguish the

transgenic from the endogenous transcript hy using primers in exon 24 and 3’UTR due to

the novel 3 1extra junction (Fig.2— lA). The expression of the truncated Pkdlexti:a

transgene was cornpared to 516 ribosomal protein gene product as an internai control.

\rario.1s quantities of RT aliquots were used to deterniine the linear range for analysis of

expression. The Pkdle\tra transgene was expressed in ail tested tissues (kidneys, brain,

liver, lung, spleen) of the four transgenic mouse unes with highest expression in brain

and bing (Fig.2- 3B). The expression pattem appeared to foÏiow that of the PkdI

endogeneous gene. Third, quantitative expression analysis for total endogenous and

transgene expression were caiiied out by real-time PCR with prirners in exoni and 2, on

numerous tissues including kidneys, brain, heart, lung, spleen, liver and pancreas. As

shown in figure 2- 3C, renal expression of total Pkdl increased proportionaily with the

number of transgene copy. In comparison to the kidneys, higher levels of total Pkdl

expression were rneasured in brain, heart and lung whereas spleen, liver and pancreas had
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in general lower levels of total Pkdl. Most transgenic unes appeared to follow the

endogenous expression pattern albeit for line il.

Expression of the transgene protein in comparison to endogenous Pkdi and control were

also quantified in adult kidneys (n=2) from transgenic lines by immunoblotting. Protein

produced by Pkdiextra transgene, polycystin-i extracellular domain and the entire

polycystin-1 was detected using the monoclonal antibody 7ei2 that recognize the LRR

domain of pci (Fig.2- 3D). The protein bands specificity were confirmed by absence of

pci band in extracts from PkdF’ embryos (e17.5) (data flot shown) and reciprocally, by

the presence of a strong polycystin-i band in transgenic kidney extracts of SBPkd1TAG

mice overexpressing the native Pkdi gene as positive control. Truncated pci protein from

Pkdi extra transgene has a predicted size without post-transcriptional modification of

32SkDa in comparison to the 466kDa full length pci. Considering that the quantity of

protein was adjusted for the immunoblot, the proportion of PCiextra in the kidneys was

increased with the transgene copy numbers and RNA expression levels, indicating that

this truncated protein is relatively stable. To control protein extraction and detection, we

have used for intemal assessment the protein utrophin of 400kDa that was monitored for

expression (Fig.2- 3D).
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Figure 2-3 (page suivante): Expression analvsis of Pkdlextra transgene
A) Analysis of the renal aduit tissues (n=2) of the four transgenic lices and two age-matched mouse
controls were monitored by Northem blet for Pkdlextia transgene using exonl5-20 probe and endogenous
Pkdl usmg exon36-45 probe. Expression of Gapdh served as internai RNA loading control. The rransgene
expression range was from 2- te 80-fold over endogenous Pkdl expression. Ctrl: non-transgenic
(CBAXC57BL/6)F1 mice negative for the transgene from the same genetic background; transcripts are
identified as Pkdl (endoenous Pkdi), Pkdl and Gapdh.endo — - extra
B) Semi-quantitative RT-PCR expression studies were calTied out to detect the Pkdlextra fransgene
specifically. Representative analysis from Pkdiexj transgenic lice 2 is shown for kidney, lung, brain, liver
and spleen, using primer Fs-q (exon 24) and Rs-q (3’ UTR) as identified in Figure 2-lA. Highest
expression vas consistentiy observed in kidney, lung and brain for ail lines. M: lOObp DNA ladder; K:
kidney. Lu: lung, B: brain, Li: hver, S: spleen, S16 ribosornal protein St6 served as internai control.
C) Quantitative real-time PCR vas carried ont in triplicata for Pkdlextra mice (n=3) of ail transgenic lices.
Analysis on kidney. lung, bram, liver. heart, spleen and pancreas was performed using primer in exon 1 and
exon 2 of murine Pkdl gene. Transgene expression analysis followed the Pkdl endogenous expression
pattern and vas proportional to the transgene copy number. *: n= 1, * * n=2.
D) Endogenous and transgenic polycystin-1 protein expression levels in adLtlt kidneys of the four Pkdlextra
mense lices were analyzed on a gradient Western blor. Polycystin-l was detected using 7e12 monoclonal
antihody (gifi ofDrs C. Ward and P. Harris). Protein loading quantity was adjusted for comparable analysis
of Pkdlexira lices 2:9:11:39 in the following ratio cf 1:1:2:10 respectively with levels of 200pg for lice 39
and the controls (CBAxC57BL/6) Fi mice (200tg) and SBPkd1TAG (1OOtg) overexpressing full length
PKD1. Expression ofthe truncated polycystin-l protein had a sirnilar range as observed for transcript levels
with levels highest in line 2 and lowest in lice 39. pc leldo: endogenous pci protein; pc lextra: pciextr.
trunc ated p rote in.
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M ouse unes
Pkdl endo + extra/Pkdl endo Pkdl endo + extra/tenal Pkdlendo + extra

kidney kidney brain heart lung spleen liver pancreas
Control 1 1,0 3,2 1,8 2,3 0,4 0,5 0,4*
Pkdlextra2 3 87 1,0 1,3 2,0 1,4 0,2 0,3 Q,4*
Pkdlextra9 3 61 1,0 1,0 1,4 1,0 0,1 0,5** 0,0*
Pkdlextrall 3 14 1,0 0,8 0,8* 0,7 0,2 0,2 J,3**
Pkdlextra39 3 2 1,0 1,5 2,0 1,5 0,5 0,5 0,5*

D Pkdlextra 42 9 71-1 11-2 39 0

— _

utrophin—

ratio:
(fig)

11 12 7 9 11 11 14 14 3 Age (months)

lb—

1 1 2 2 10 5 10
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Attered renatphysiotogicfunction in Pkd1tra transgenic mice

Ail mice from the Pkdlextra transgenic unes exhibited renal frmnctional anomalies

resembling those in ADPKD whereas age-matched controls did not. The renal physiology

was investigated by urine and blood analysis (Tab. 2-I, 2-II). Transgenic mice displayed

3-4-fold increase in urine volume and this concentrating defect progressed with age (?15

months). Consequently, renal parameters in these mice also showed decrease in urine

osmolality, blood urea nitrogen (BUN), creatinine, protein and ion excretion (Tab.2-I).

This concentrating defect is a frequent observation in human ADPKD. In addition, the

urine protein composition from the four Pkdlextra transgenic mouse lines (n2-7 per

une) was also monitored qualitatively on $D$-PAGE. As shown in figure 2- 4, transgenic

mice of ail unes displayed non-selective proteinuria. This abnormal protein leakage was

detectable at 12 months and progressed with age. Consistent with these altered urine

parameters, levels of serum BUN and serum creatinine were increased, indicating renal

insufficiency (Tab.2- II). Since renal insufficiency frequently causes hematologic

anomalies, hematocrit was measured in all the Pkdlextra transgenic mouse unes. These

mice (n2) showed important decrease in hematocrit levels, providing evidence for

chronic renal insufficiency.
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PkdJ extra

SBM M C 2 9 11 39

Albumin

MUPs

Figure 2- 4: Proteinuria lii Pkdlextra transgenic mice
Urinary protein analysis of the four Pkdlexa transgenic mouse unes was mon itored quaiitativety on SDS
PAGE. Urine protein from ail mice showed iow molecular weight bands that represent normally excreted
major urinary proteins (MUPs). In addition, urine samples from ail mice of the four Pkdlextra transgenic
unes 2, 9, 11 and 39 showed severe spillage of a 66 kDa protein, probably albumin, indicative of
proteinuria reaching ievels comparable to the SBM control mouse with pronounced PKD. SBM: PKD
mouse model used as a positive control; M: protein moiecuiar weight marker; C: non-transgenic
(C3AXC57BL/6) fi mice used as a negative controi; MUPs: major urinary proteins.
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Histopathotogic anomalies in Pkd1tra tiice

In attempt to follow and predict the cystogenic disorder in the Pkdlextra transgenic

mouse, we carried out non-invasive imaging by ultrasound measurements using a

VisualSonics Vevo 660 Imaging System with a 40-MHz scanhead. Analysis of Pkdlextra

transgenic unes 11 and 39 (n=$) showed that majority of mice (2 1-24 month-old) had

readily detectable multiple macro and microcysts (Fig.2- 5A).

To investigate the phenotype induced by the transgene expression, the four Pkdlextra

transgenic mouse unes (n>l0per line) inciuding founders and progenies were subjected to

complete histological analysis. Ail 44 transgenic mice exhibited characteristic features of

PKD whereas the control non-transgenic did not develop these disorders. Our pathologie

analysis supported our hypothesis and showed very mild renal tubular dilatation in 1-2

month old Pkdlextra mice. Because tubulogenesis in organ culture was altered ex vivo,

by incubating with peptides against the extracellular domain (Van Adelsberg, 1999), we

queried whether Pkdlextra had a possible function in regulating ureteric branching. To

evaluate ureteric branching or tubulogenesis, we quantified the number of

glomeruli/nepbron per mm2 from stained section in young Pkdlextra transgenic mice at

1.5 months of age as previously described (Luo et al., 1995; Majumdar et al., 2003).

Analysis of mice mice with lowest (Pkdlextra une 39, n3) and high expression of

Pkdlextra transgene (Pkdlextra une 9, n=3) revealed that Pkdlextra transgenic kidneys have

a similar number of glomeruli relative to wild type controls (n=5). However with

advancing age, the renal tubular dilatation phenotype appeared to progress, a

characteristic of ADPKD. Both kidneys of Pkdlextra transgenic mice became pale and
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severely affected by macro- and micro-cysts (Fig.2- 5B,C). Glomeruli displayed

prominent cysts associated with hyperpiasia of parietal epithelial celis. The glomerular

tufis were hypocellular and became scierotic. The renal parenchyma displayed tubular

cysts but also, loss oftubules and presence ofmild to extensive interstitial fibrosis.
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B

Figure 2- 5: Cystogenesis in PkdJ extra transgenic mice
A) High-resolution ultrasound kidney images. Non-invasive imaging approach to monitor cysts
progression in transgenic mice. Gceen arrows indicate cysts.
B) Kidneys from a non-transgenic (CBAXC57BL/6) Fi control mouse were compared to kidneys of
Pkdlea transgenic mouse unes. Kidneys with presence 0f pronounced macrocysts that
completely remodelled the renal architecture.
C) Histologic analysis of renal cortex from a non-transgenic (CBAXC57BU6) Fi control mouse,
transgenic PKD mouse model (SBM) and ail fout Pkd1y transgenic unes (2, 9, li and 39).
PkdJera transgenic mice showed numerous tubular and glomerular cysts (red arrowheads) as weB
as presence of interstitial fibrosis and protein deposits. Sections wete stained with Hematoxyuin
and Eosin and magnification: 40X.

C
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Since the Pkdlextra ti-ansgene is expressed in several tissues, histologie analysis was

perforrned on various organs. Interestingly, most tissues appeared normal at the exception

of the spleen. The spleen architecture xvas distorted with expansion of the white pulp

leading to splenomegaly as detemiined by the ratio of spleen to body weight in several

mice. In comparison to control, there is tip to 6-fold increase (mean --1 .$-fold) in

transgenic spleens. In addition, the spleen aiso displayed the presence of lyrnphoid

infiltrates as well as frequent fibrosis as noted in the kidneys.

Animais from these Pkdlextra transgenic unes manifested late-onset of renal failcire.

Indeed, the mean age of mice that died in une 2 (n=10) was —17.3+4.5 months of age.

line 9 (n=9) 23.0+5.5. une 11 (n=20) 17.7+4.4 and une 39 (n=15) 17.4+6.9 months

whereas the mean scu-vival age for controls of the same genetic background ranged

between 23-29 months.
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Identflcation ofPkd1ptra reitat motecular targets in Pkdl.;tra niice

Because we have prevïously detected increased c-myc renal expression in hurnan

ADPKD kidneys and in a PKD transgenic mouse model due to Pkdl overexpression, we

next evaluated renal c-rnyc expression levels in the four transgenic Pkdlextra mouse

unes. When rniÏd renal phenotype was observed at 2-4 rnonths of age, these mice had

littie to no difference in endogenous c-rnyc expression relative to control. However, e

myc expression was 1.5- to 3-fold increased at 18-24 rnonths of age correÏating with

severe cystogenesis defects and ESRD (Fig.2- 6).

Pkdl extra
CtrI 2 9 f1 39 SBM

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 I
—

..
— c-myc

__

—
— rpL32

Figure 2- 6. Expression analysis ofc-myc in Pkdlextra transgenic mice
Expression levels of c-myc were analyzed by Northern blot in kidneys of $-24 rnonths old Pkdlexiratransgenic mice (n=2). Transcript levels of c-myc were increased by I .5-3-fold above renal controt RNA.Ctrl: non-transgenic (CBAxC57BL/6)FI mice of same genetic background used as negative control, SBM:transgenic mice overexpressing c-myc used as positive control. 1, 2: different mice ftom the same mouseune. rpL32: ribosomal protein L32 served as loading control.
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Since native full length Pkdl is impÏicated in a large complex with Pkd2 in the kidneys

and that Pkd2 dysregulation can cause cysts, we qcteried whether Pkd2 renal expression

level might be involved in Pkdlextra mice. Analysis of kidneys was performed in ail

transgenic Pkdl extra mouse unes. In comparison to control, there is no increase expression

ofendogenous Pkd2 in Pkdlextra mice (Fig.2— 7A). However, the protein expression levels

of Pkd2 determined by immunoblot appeared to be increased by a mean of 6-fo1d in

Pkdlextra (n7) relative to control (n=2) mice (fig.2- 7B), suggesting that the pci

extracellular region could modulate pc2 protein stabilization or prevent degradation.

Interestingly, the increase of pc2 protein expression levels in Pkdlext’a mice does not

seem to correlate with the transgene expression Ïevels.

A

Pkdl extra

ctrl 2 9 11 39
1 21 2 1 2 1 2 1 2

— Pkd2

W =
— Gapdh

B

Pkdl extra

ttrI 2 .I... J± î
1 2 1 2 1 1 1 2

—Pc2

e

Figure 2-7: Expression analysis o Pkd2 and polycvstin-2 in Pkdlextra transgenic mice
A) Expression analysis of Pkd2 in Pkdlcx.a transgentc mouse unes (n=2). Transcript expression of Pkd2 was analyzedby Northcrn blot using a 22Kb cDNA murine probe. Levels of Pkd2 expression appeared unaltered in transgenicrelative to control renai tissues, Expression of Gapdh served as internaI RNA loading control. Ctrl: non-transgenic(CBAXC57BL/6)Fl mice negative for the transgene froiii the saille gcnetic bacLground.B) Pi’otetn expresston analysis of Pkd2 vas earried otit on Western blot using YCC2 antibody antibody (gift of Ors Y.Cai and S. 50mb). Ail renai tIssues analyzed fr0111 the Pkdicxtr, transgenic mouse unes (n=l or 2) and controls (11=2)showed ncreased polycystin-2 expression from 1.6 to 21.8-fold relative to controls leveis. Expression ofactin served asinternai RNA loading control. CtrI: non-transgenic (CBA.XC57BL/6)Fl mice negattve for the transgene fr0111 the saiiegenetic background.
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DISCUSSION

This study addresses the moiecular and cellular foie of the extracellular region of the

murine Pkdl gene in vivo. The Pkdl gene was truncated by homologous recombination

in a BAC vector to produce the Pkdlextra transgene. The Pkdlextra transgenic mice

showed a 2- to $O-foid increase in transcript and protein expression of the Pkdl

extracelluiar region and reproducibiy developed late renal morphoiogical alterations

typical of PKD. Renal insufficiency is apparent at iate age and mice die of renal failure.

This study demonstrates that the murine Pkdl extraceiiuiar gain-of-ftinction by itseif or

the imbalance proportion ofthe Pkdl extracellular and intracellular regions in the kidneys

is sufficient to produce a PKD renal phenotype. Polycystin-1 extracellular region may act

as a dominant negative mutation and/or a balance ratio of cÏeaved polycystin-1

extraceiiular domain with transmembrane and intracellular domains being necessary for

proper signaiing.

The design of our truncated polycystin- 1, homoiogous to lmown human ADPKD

mutations, corresponds to the encoded form potentially expressed in two patients of

different truncated mutations at the extracellular domainlmembrane junction (W$219 and

p130) or at the naturai GPS cleavage site 11,14 This poiycystin-1 form devoided of the

membrane-spanning and intracellular regions should be tethered to the membrane and/or

solubÏe/secreted, normally giycosylated and maintain its structural conformationlfolding

based on previous receptor anaiysis 3841• Consequentiy, we have addressed the roie of

Pkdlextra gain-of-function with the systemic Pkdl regulation context. By homologous

recombination, we have truncated the extracellular and membrane-spaiming domain but
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These Pkdl sequences were likely to include rnost ofthe regulatory elements ofPkdl and

potenti ally confer endogenous expression pattern. Complete characterization of the

murine Pkdlextra -BAC, directly cornpared to the wild type Pkdl-BAC, confirmed the

integrity of the Pkdl membrane- and intracellular-truncated gene. From this modified

BAC, a Pkdlexti.a fragment containing —24.$kb of upstrearn and —2O.7kb downstream

sequences was purified away from the Tsc2 gene and BAC vector to prevent interference

by the Tsc2 gene, which can also induce a cystic phenotype 42-44, as well as to avoid the

inhibitory effect ofprokaryotic sequences

Four different Pkdlextra transgenic founder mice and unes were produced that express the

Pkdlextra transgene systemically. In fact, the Pkdlextra transgene transcript level in the

kidneys appeared to coi-relate with the transgene copy-numbers in these four unes. The

expression pattem of the Pkdlexti.a transgene generally paralleled that of the endogenous

Pkdl gene albeit for slightly lower levels in the brain and lung. Such findings suggested

that the Pkdlextra transgene flanking regions contained most of the necessary regulatory

elements for proper expression and regul ation. Furthemiore, the protein levels of Pkd
‘extra

in the kidneys conelated with the transcript levels, indicating that a stable truncated

Pkdlextra protein was produced and reached substantial expression levels in some

transgenic unes. Such high cellular level of Pkdlextra protein is consistent with the protein

being mostly tethered at the membrane as observed in ceils with overexpressing double

tagged Pkdl . li this case, our results of abundant Pkdlextra in renal celis would predict

increase ceil-celi adhesion.
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0f interest, these transgenic mice had complete penetrance of the phenotype. The

Pkdl extra founder and mouse unes shared several physiopathologic features with ADPKD.

These include the development of cysts in cortex, medulla and glomeruli together with

epitheliai hyperpiasia, interstiti al fibrosis and focal interstitiai inflammation. Since the

PKD phenotype was consistently observed in ail 4 different transgenic founder mice and

the transgene integration into the mouse genorne is a random phenomenon, the phenotype

cannot resuit from chromosornal position effect but only from Pkdextra expression. Hence

our resuits provide clear evidence that overexpression of a tnincated/mutated Pkdl,

Pkdlexta, can produce multiple renal cysts. Importantly, these Pkdlexti.a rnice are the first

transgenic mouse model generated by mimicking mutations that occurs in human PKDY

gene.

Noticeably, expression of the transgene Pkdlextra in the kidneys at various levels Iead to

simiiar progression and severity of the phenotype. This finding indicate that Pkdlext.a

mice phenotype may be limited by ligand or interacting partner availability and therefore

the signaling disruption cannot be increased.

In human, few PKD1 truncating mutations resemble the naturally cleaved form of Pkdl

producing an extracellular region without the transmembrane and intracellular region lead

to ADPKD. This phenotype was reproduced in the mouse with the Pkdlextra transgene. In

contrast, other PKD 1 point mutations in the vicinity of the GPS are also associated with

ADPKD but in this case appears to inhibit Pkdl cleavage in MDCK ceils Together

these observations raise the intriguing possibility of a dynamic interaction between the
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extracellular region and intracellular region that would be tightly regulated to

transmit changes from the ni i croenvi ronrnent through ch annel acti vity or signaling

pathways.

One of the major mediator of cystogenesis, c-myc, can induce PKD by itself, is highly

expressed in kidneys of ail human ADPKD analyzed as well as in kidneys of Pkdl

overexpressing transgenic mice20’30. We also determined that c-myc expression was also

elevated in Pkdlexti.a kidneys, suggesting that inactivation of a signaling pathway

downstream of Pkdl extraceiltilar region can cause dysregulation of c-rnyc. Because

Pkdl and Pkd2 can interact together in a large complex and can both produce ADPKD,

we monitored whether Pkd2 expression was altered ‘extra kidneys. Interestingly,

Pkd2 transcript levels remained unchanged whereas the level of protein expression was

significantly increased. These resuits combined witÏi the observation that Pkdl expression

in ceils was able to modulate the localization and perhaps the function ofpc2 46 raise the

question whether pc2 play a role in

The novel Pkdlcxt.a mice constitute the first model based on human ADPKD mutations

that can reproduce the disease and provide major insights into Pkdl ligands and

interacting partners as well as signaling pathway possibly. Importantly, our findings have

established the basis for future studies that will dissect the Pkdl multirnodular

extracellular dornain functions.
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MATERIALS AND METHODS

DNA constructs and Itomotogous recombination in Pkd1xtraBAC

We have previously isolated a murine Pkdl-BAC derived from a murine 129sv library

that contained 129 kb insert with the entire Pkdl gene 30• This Pkdl gene had 37 kb of

upstream and —39. 1 kb of downstream flanking sequences including the Tsc2 gene body.

To address the fiinction ofpolycystin-1 extracellular domain, we produced a construct for

homologous recombination in a BAC vector (PLD53.SC-AB) 31 to truncate the

polycystin-1 transmembrane and cytoplasmic domain. The cloning strategy for this

truncation consisted in adjoining to the amino acid 3042 (exon 25, nt 9442-9444,

accession number: U70209), a translation termination codon (UAA) and the native

3’UTR ofthe Pkdl gene (nt 13819, accession number: U70209). We cloned the intended

construct in the p-Bluescript vector containing the appropriate junction and transferred it

into the BAC recombination vector. Two PCR amplified fragments of 1.27 kb for

exon23-25 and 1.3$ kb for 3’UTR Pkdl/3’UTR Tsc2-intron39 from the murine Pkdl

gene were produced. Using a previously subcloned genomic exon23-26 fragment (nt

8579-9578, accession number: U70209) in a t-tailed p-Bluescript, the exon23-25

fragment was obtained by amplification with a forward primer in p-Bluescript 5’-

GGAAACAGCTATGACCATG-3’ and reverse primer in exon25 5’-

AAGGCTGGATCCTTAGGCAGTGAG-3’ (nt 9456-9433, accession number: U70209)

that includes the stop codon. The 3’UTR Pkdl/3’UTR Tsc2-intron39 fragment was

amplified with forward primer in Pkdl 3’UTR 5’-CACTTCTCCTTTATCCGTCCC-3’

(nt 1360$-1362$, accession number: U70209) and reverse primer in intron 39 ofTsc2 5’-

TTCAGCACATGCTCATGCC-3’. The amplification conditions were: 94°C 5 minutes
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followed by 25 cycles at 94°C 1 minute, 55°C 1 minute and 72°C 1 minute 30 seconds,

and a final extension of 3 minutes at 72°C. The exon23-25 fragment was digested with

ClaI (NEB) and BamHI (Invitrogen) (nt 9445, accession number: U70209) and

introduced into the same corresponding sites of p-Bluescript $K (+1-) (Stratagene). This

plasmid exon23-25-p-Bluescript was then subsequently digested with BamHI to insert the

digested BamHI (nt 13820, accession number: U70209) /BclI (nt 4980, accession

number: U70209) 3’UTR Pkdl/3’UTR Tsc2-intron39 fragment. The novel junctions of

the resulting exon23-25/3’UTR Pkdl/3’UTR Tsc2-intron39 plasmid were sequenced to

confirm appropriate cloning. This plasmid was then digested with PvuII (nt 8709-

9445/13820 U#70209-4980 U#37775) (2.45 kb) and introduced into the $mal site ofthe

BAC recombination vector.

Homologous recombination protocol using a novel BAC vector to modify sequences into

BACs insert was adapted from Gong et al. 30,31 Briefly, the BAC recombination vector

containing Pkdl exon23-25/3’UTR Pkdl/3’UTR Tsc2-intron39 was used to electroporate

wild type Pkdl-BAC competent celis. By increasing antibiotics concentrations on these

celis, the BAC vector will recombine with the Pkdl-BAC to produce co-integrates. The

appropriate BAC co-integrates were identified by Southem Blot analysis using an Amp

probe (2.2 kb) and a BamHI digestion (Invitrogen). Such co-integrates were plated on

sucrose-rich media which is permissive for BACs that have undergone a second

recombination event for lost of vector sequences, thereby generating either resolved or

original BACs. DNA from resolved BACs were analysed by $outhem Blot for

appropriate modifications by four probes: exon 1 (nt 1-509); exon 7-15 (nt. 1752-6622);

exon 23-25 (nt. 8579-9443) and exon 46 (nt. 12760-13820, accession number: U70209).
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The integrity of the modified Pkdlextra3AC was also confirmed by PFGE and by

sequencing the junction between the exon 25 and 46 of Pkd 1 extra using the reverse primer

in the Pkdl 3’UTR 5’-GACAGCAGTCAGACAGCTTC-3’ (nt 14126, accession number:

U70209).

Production and genotyping of transgenic mice

PkdlextraBAC DNA (50 tg) was digested in order to isolate the Pkdlextra gene away from

the murine Tsc2 gene and the BAC vector sequences with ClaI (10 U) (NEB) localized

21.6 kb downstream of Pkdl stop codon and Miul (10 U) (NEB) localized 24.8 kb

upstream of Pkdl initiation codon ATG. The Pkdlextra fragment was then separated on

LMP (Invitrogen)/TBE gels by PfGE. The 77 kb Pkdlextra fragment was isolated into

LMP agarose blocks and equilibrated into microinjection buffer O/N (lOmM Tris-Cl, pH

7.5; 0.lmM EDTA, pH 7.5; lOOmM NaCl). The Pkdlextra LMP blocks were melted and

treated with f3-agarase (2 units/block, NEB). The 77 kb Pkdlextra DNA were then

concentrated on Milli Amicon Bioseparation columns (Ultra-free, Millipore) by

centrifugation at 3000 rpm to a final volume of40 pi. The concentration ofthe Pkdlextra

fragment was determined on standard gel and the integrity of the fragment verified on

PFGE. Pkdlextra DNA was microinjected into pronuclei of fertilized (C57BL/6JXCBA/J)

F2 mouse eggs as described previously 32 at the concentration of 0.5ng/p.l.

Mice generated from microinjection were analyzed for transgene integrity. The 5’

upstream sequence was monitored by a polymorphic sequence located in the murine Pkdl

gene at 4.47 kb upstream ofthe ATG translation initiation codon specific for 129/sv since

the Pkdl -BAC derived from this inbred strain. We designed a PCR protocol that can
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distinguish the 129/sv from the C57BL/6J and CBA!J inbred strains that served to

produce the transgenic mice. PCR amplification of genomic DNA from the polymorphic

region was carried out with 2Opmol forward primer 5’-CTGCACCCATGTCAGGTGTA-

3’ and reverse primer 5’-GTTCTAGGCCAGCCAACTC-3’ (Invitrogen) in lmM MgC12,

5OmM KC1 and lOmM Tris-Cl, pH 8.8 (5mM NH4C1 controls), 0.2mM of each dNTP

(Pharmacia) and 2.5U of Taq Polymerase (total volume of 20 bd). Conditions for

amplification were: 94°C 5 minutes followed by 30 cycles at 94°C 30 seconds, 54°C 30

seconds and 72°C 1 minute, and a final extension of 7 minutes at 72°C. Amplified PCR

products were analysed on 6% polyacrylamide/TBE gels stained with ethidium bromide.

To verify transgene integrity in the 3’ downstream sequences, genomic tail DNA (10Ig)

from founder mice and progenies of the four transgenic mouse lines were analysed by

Southem Blot. Three restriction enzymes (EcoRI, BamHI and Hindili (Invitrogen)) that

distinguished the endogenous Pkdl gene from the Pkdlextra transgene were used with a

exon 23-25 Pkdl genomic probe. Integrity 0f Pkdlextra transgene intemal sequences were

monitored by signal intensity from Southem Blot of genomic DNA digested with EcoRI

and hybridized with a exon 7-15 genomic probe.

Renalfunction anatysis

Blood urea nitrogen (BUN), creatinine, urinary proteins and osmoÏality levels were

determined from urine of transgenic (n>3/line) and control (C57BL/6JXCBA/J Fi) mice

(n>4). For urine analysis, 350 to 500 pi were collected per mouse. BUN and creatinine

were measured with a CX9 Beckmann apparatus while the osmolality was evaluated with

a radiometer. Qualitative assessment of urinary proteins was also performed: 50 tg of
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proteins as measured using Bradford method precipitated by TCA 10% (final 5%) and

resuspended in Tris 1M, pH 8.0 and sample buffer (0.1$75M Tris-Cl, pH6.8; 6% SDS;

30% Glycerol; 0.006% Bromophenol Blue), boiled for 5 minutes, cooled and loaded on

the gel 8% SD$-PAGE as described After 16 hours of migration at 50 volts, gels were

stained with Coomassie Blue. Serum from transgenic and control mice was also analysed

for BUN and creatinine levels. $erum (l 00 tl) was obtained from tau blood that was

centrifuged at 5000 rpm for 3 min.

Histopathotogicat anatysis

Transgenic and control mice were sacrificed and tissues removed and immediately placed

in formalin. Tissues consisted in kidney, lung, liver, brain, spleen, heart and pancreas.

Following O/N fixation, tissues were embedded in paraffin and four-pm-thick paraffin

sections of formalin-fixed tissues were deparaffinized, hydrated in graded alcohols and

stained with hematoxylin & eosin (H&E) for morphological analysis.

RNA expression anatysis

Total RNA from transgenic and non-transgenic tissues including kidneys, brain, lung,

spleen and liver and pancreas was extracted by guanidium thiocyanate or

trizol/chloroform method The integrity ofthe RNA was verified by electrophoresis on

formaldehyde-agarose gel
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Expression of the Pkdlextra transgene was analyzed by both semi-quantitative RT-PCR

and real-time PCR approaches. Ail RNA samples were simultaneously reverse

transcribed using 0.5 tg ofpd(N)6 random primers (Pharmacia), 0.01 M ofDTT, 0.125

mM of each dNTP (Pharmacia), 20-30U of RNasin (Amersham Pharmacia Biotech Inc.),

200U of M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) at 37°C. The primers used for the

Pkd 1 extra transgene amplification were 5’ -AGGGTGCTGACC ACAGGCTCTA-3’

(forward, exon 24; nt 919$-921$, accession number: U70209) and 5’-

CCAATTGCTGTCCAGCAC CTG-3’ (reverse, exon 46; nt 13$40-13$61, accession

number: U70209); an additional primer for real-time PCR for Pkdl amplification were:

5’ TCA ATT GCT CCG GCC GCT G (forward exon 1; nt 461-479, accession number

U70209) and 5’ CCA GCG TCT GAA GTA GGT TGT GGG 3’ (reverse exon 2; nt 539-

562, accession number U70209) and for the internai control murine $16 ribosomai

protein gene product 5’-AGGAGCGATTTGCTGGTGTGG-3’ (forward, exon3, nt 1799-

1$ 19, accession number: Ml 140$) and 5’-GCTACCAGGGCCTTTGAGATG-3’

(reverse, exon 4, nt 1969-1990, accession number: Ml 140$). Each pair ofprimers was

designed such that only spliced mRNA would produce the predicted amplification

products of 290, 94 and 103 bp for Pkdlextra, Pkdl total (endogenous and transgene) and

516 respectively. for semi-quantitative PCR, control reactions were first performed using

a wide range ofRT aÏiquots to test for linearity amplification. PCR reactions were carried

out in lmM MgCl2, 50 mM KC1, lOmM Tris ph 8.2, 0.2 mM of each dNTP, and 2.5U of

Taq polymerase at a final volume of 20 tl. Conditions for this amplification of both

Pkdlextra and $16 intemal control were: 94°C, 5 minutes followed by 22 cycles of 94°C,

30 seconds, 55°C, 30 seconds, 72°C, 30 seconds, and a final elongation of 10 minutes at
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72°C. Each sample run on 10% polyacrylamide/TBEÏX gel and visualized by ethidium

bromide staining. The Image Quant 5.0 software was used for the semiquantitative

evaluation. for real-time PCR, ail reactions were carried out in triplicate in a Quanti Tech

$YBR Green PCR master mix (Qiagen) containing 0.3 .iM of each primer using a

Mx4000 multiplex PCR apparatus (Stratagene). PCR conditions were: 95°C for 15

minutes foliowed by 40 cycles of 94°C, 58°C and 72°C for 30 seconds.

Expression analysis ofPkdl endogenous gene and Pkdlextra transgene was also monitored

by Northem blouing. Total kidney ARN from aduit transgenic and age matched non

transgenic mice (30ig) was first treated with DNase I, FPLC pure (lunit) at 37°C for 25

minutes followed by electrophoresis on a two-step 0.8%/1 .5 % formaldehyde-agarose gel

and transferred to nylon membranes (Osmonics inc.). Membranes were hybridized with

random primed DNA-labeled Pkdl exon36-45 cDNA probe (1.6kb) for endogenous

Pkdl, Pkdl exon 15-20 cDNA probe (1 .6kb) for transgene and for intemal control a

Gapdh cDNA probe (1.2kb) using alpha-32P dCTP as previously described 36 Signal

was detected on a BIOMAX MS Kodak film and quantitative evaluation by a

phosphoimager with the Image Quant 5.0 software.

Pkd2 expression analysis was performed by using the Pkdl Northern blot protocol albeit

for the electrophoresis on 1.5% formaldehyde-agarose gel. The membranes were

hybridized with a labelled Pkd2 cDNA probe (2.2kb) (generous gifi from Dr. S. $omlo)

and Gapdh as control. Expression analysis of c-myc in Pkdlextra mice was also evaluated

by Northern blot analysis as described for Pkd2 but the RNA (20ig) was not pretreated
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with DNaseI. The membranes were hybridized with random primed c-myc probe

consisting of exons 2 and 3 and the ribosomal protein L32, rpL32, served as loading

control.

Protein expression anatysis

Total protein extract was prepared from transgenic and non-transgenic kidneys,

homogenized in RIPA buffer (2OmM Tris-HC1 pH7.5, 2mM EDTA, 1 5OmM NaC1, 0.5%

Triton X-100, lmM PMSF) and cocktail of proteases inhibitors (SIGMA). Protein

extracts (200ig for une 39) were loaded on 3-8% Tris-Glycine SDS-polyacrylamide gels

along with molecular weight standards (10 to 250 kDa) (BioRad). Transfert was

performed at 4°C ovemight at 30 Volts using BiotracelM PVDF membrane (Pal!). The

membrane was hybridized with the monoclonal 7e12 antibody 16 for detection of pci

(generous gift of Drs C. Ward and P. Harris) and the control for detection of utrophin.

Secondary HRP-conjugated antibodies allowed detection by ECL Plus Western Blotting

Detection System (Amersham Biosciences) on film. For polycystin-2 analysis,

immunoblotting was similar to pci except that equivalent loading of protein extracts

(200tg), 7.5% Tris-Glycine SDS-polyacrylamide gel and nitrocellulose membrane were

used. Hybridization was carried out with the YCC2 polyclonal antibody (generous gifi of

Drs Y. Cai and S. Somlo) ‘.
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ADPKD est une maladie monogénique fréquente à trait génétique autosomique

dominant susceptible d’affecter de nombreux organes. Les mutations dans le gène

PKDY, le joueur majeur impliqué dans ADPKD codant pour la polycystine-l (PCi),

mènent à la polykystose rénale. La polycystine- 1 est une protéine transmembranaire qui

semble appartenir à la famille des récepteurs couplés aux protéines de type B, avec un

large domaine N-terminal extrace 1111 laire adhésif et un court domaine C-terminai

médiateur dit signal intracellulaire. Le produit du gène PKD1 a fait objet de nombreuses

études expérimentales ait cours des dernières années. Tout de même, en raison de sa

strttcture protéique très complexe qui pourrait être tenue responsable de rôles cellulaires

multiples et divers, la fonction de la polycystine-1 in vivo reste cependant évasive.

Plusieurs types de mittations sont retrouvés chez les patients ADPKD; il n’est pas clair

si les mutations dans le gène PKD1 mènent à des protéines tronqitées, anormales non

fonctionnelles/fonctionnelles ou ttne absence complète de protéine mutante.

L’élucidation de la (les) fonction(s) de PKD1 est critique pour comprendre de quelle

façon les mittations dans ce gène causent ADPKD et pour envisager des cibles

thérapeutiques adéqttates.

Dans le bitt de vérifier conjointement la fonctionnalité d’une des mutations ADPKD et

le rôle moléculaire et cellulaire du domaine extracellulaire N-terminal de la polycystine

1 in vivo, nous avons reproduit une mutation humaine en modifiant l’acide aminé 3043

de pci murine, situé à 24 acides aminés dit premier domaine transmembranaire, en itn

codon STOP. Ce mittant, appelé Pkdlxtia, a été produit par recombinaison homologue et

mutagenèse dirigée qui ont permis de déléter les parties transrnernbranaires et

intracellulaire dit gène Pkd I . Ce mutant a servi poitr la génération de soitris

transgéniqctes Pkdiextra qiti, malgré une expression protéiqite PC 1extra stable, ne

présentent pas de défauts aitx niveaitx précoces du développement rénal telle la

titbitlogènese rénale. Cependant, les soitris Pkd I extra développent une polykystose rénale

tardive accompagnée par plitsieitrs caractéristiques typiques d’ADPKD httmain

(physiologiqites. morphologiqites, pathogénétiqites, cellulaires).

À notre connaissance, nous sommes le premier groupe à démontrer des effets de la

surexpression du domaine extracellulaire de Pkdl murin in vivo dans itn modèle murin

en reproduisant simultanément itne mittation httmaine rapportée chez deux patients

ADPKD. Le domaine extracellitlaire poltrrait agir comme dominant négatif et altérer les
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niveaux normaux requis de pci ou encore causer un débalancement de pci ciivée/non

clivée nécessaire pour une fonction cellulaire adéquate de pci autant dans l’adhésion

que dans la signalisation cellulaire. Les caractéristiques du transgène Pkd etra ainsi que

les conséquences de sa présence chez la souris transgénique Pkdletra seront examinées

et discutées dans le présent chapitre.

3.1 Transgène Pkdlextraet son expression chez la souris transgénique Pkdlextni

3.1.1 Spécification de la construction du gène modifié Pkdlextra

Le fragment Pkdlextra qui a servi à la production de souris Pkdletra a été généré par

l’approche de recombinaison homologue à paiÏir d’un BAC qui contenait le gène Pkdl

avec 37 kb de séquences en amont et 39 kb en aval, incluant le gène Tsc2 mutin

(Thivierge et al., 2006). Deux boîtes d’homologie de part et d’autre de la région à

déléter (entre l’exon 25 et l’exon 46 dii gène Pkdl) ont été insérées dans le vecteur

p1d53 qui a servi pour la recombinaison homologue et a permis de déléter toutes les

parties intracellulaire et transmembranaires de Pkdl. Les digestions enzymatiques

spécifiques ainsi que la purification sur gel du fragment digéré (Voir Mctteriats ami

Methods dans Chapitre 2.0) ont permis d’enlever les séquences procaryotes (BAC)

tout comme —15 kb de la séquence 5’ du gène Tsc2. L’élimination de séquences

procaryotes a été effectuée parce que ces séquences peuvent avoir des effets inhibiteurs

(Chada et aI., 1985). De plus, l’expression du gène Tsc2 a été empêchée parce qu’il

petit induire un phénotype kystique et potentiellement contribuer au phénotype de

Pkdlcxtra (Kobayashi et al., 1999; Onda et ut., 1999; Cheadle et fIL, 2000).

Lors du clonage de deux boîtes d’homologie nécessaires pour la recombinaison

homologue, nous avons inséré par mutagenèse dirigée un codon STOP prématuré dans

l’exon 25 qui assurerait la présence d’une protéine tronquée à cet endroit précis. Une

attention particulière a dû être apportée quant à la production de ce codon STOP

prématuré puisque chez les mammifères, les ARNm contenant des codons STOP

prématurés sont dégradés rapidement par le système de surveillance de l’ARN appelé

NMD pour Nonsense meclictted decai’. Un codon STOP placé à plus de 50 nuctéotides

en amont de la dernière jonction exon-exon (dernier intron du cDNA) est sujet â une
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dégradation rapide (Nagy et Maquat., 199$). La dernière jonction de notre transgène

Pkdlext,a constitue d’exon24-exon25 alors que le codon STOP inséré se trouve en aval

de cette jonction suggérant qu’il devrait présenter une sorte de protection contre le

NMD et rendre l’ARNm transgénique stable. Les études d’expression ont démontré que

le transcrit Pkdlcxtra de taille prédite (—9.7kb) est produit échappant comme prévu à la

règle de NMD et générant une protéine tronquée stable (—33OkDa).

3.1.2 Éléments régulateurs du transgène Pkdlextra

Puisque la régulation transcriptionnelle et les facteurs transcriptionnels impliqués dans

la transcription de Pkdl murin sont très peu connus. nous nous sommes posés la

question quant aux éléments régulateurs qui devraient mener l’expression du transgène

PkdIetra. LI est connu que les éléments régulateurs de certains gènes peuvent se

retrouver très éloignés du gène en question (eg: -globine), dans les régions

intragéniques (eg: CETR, u-globine) mais également à l’intérieur d’autres gênes. En

absence ou en présence d’une partie des éléments régulateurs nécessaires, le transgène

risquait de ne pas être exprimé, d’être exprimé à des faibles niveaux ou bien de ne pas

suivre le profil d’expression normal dans un contexte d’ADN génomique. Il était donc

important d’avoir la plus grande région promotrice pour notre transgène PkdlC\t[a parce

que le BAC était peu caractérisé. Suite à ces limitations, le transgène Pkdlextra qui a pu

être généré contient —25 kb de la région en amont du site d’initiation de la traduction et

—20 kb de la région en aval du codon stop avec le polv A natif des séquences qui

seraient vraisemblablement suffisantes pour une expression appropriée.

Avantageusement, ces régions se sont avérées suffisantes; l’expression du transcrit

Pkdlextra semble suivre le profil d’expression du gène endogène dans différents tissus

(cerveau, poumon, coeur, rein » rate, foie, pancréas) (Fïg.2-3) suggérant la présence de

tous les éléments régulateurs nécessaires pour une expression appropriée dans le

transgène. Toutefois, l’expression du transgène de la lignée Pkdlextra li semble

différente et pourrait dépendre du site d’intégration génomique. Il est important de

mentionner que nous avons trouvé, une fois le projet déjà entrepris, grâce aux analyses

informatiques pltis approfondies et les nouvelles connaissances disponibles sur le 5’ du

gène Pkd I que les 25 kb de la région en amont du transgène comprenaient en plus de

séquences promotrices du gène Pkdl, le gène Rab26 en entier. L’implication de Rab26

dans ADPKD est peu connue; il n’est donc pas impossible que ce gène puisse

contribuer en partie pos itivement/négativement
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au phénotype kystique des souris Pkdlextra en raison de son rôle potentiel dans le

cytosquelette et le transport vésiculaire.

3.1.3 Expression du gène Pkdl chez les souris Pkdlextra

3.1.3.1 Expression du messager Pkdlextra chez les souris Pkdlextra

Notre étude de la région en 5’ et 3’ du transgène Pkdlextra (Voir section 3.1.2) suggérait

fortement que le transgène allait être exprimé de façon appropriée. L’expression dti

messager Pkdlextja a été détectée et quantifiée par diverses techniques (Fig.2-3(A-C)).

En effet, l’expression du transgène est semblable à celle du gêne Pkdl endogène; une

forte expression dans le cerveau, poumon, rein et moindre expression dans la rate, foie

et pancréas. Ce résultat confirme définitivement la présence de tous les éléments

régulateurs nécessaires pour l’expression et la régulation du transgène Pkdlextra. De

plus, l’expression dti messager stiit le nombre de copies dit transgène chez toutes les

souris transgéniques Pkdlextra (Fig. 2-2; 2-3). Celle observation suggère d’une part que

le site d’insertion du transgène n’a pas d’effet sur l’expression du transgène. D’autre

part, elle exclut la possibilité d’autorégulation transcriptionnelle positive ou négative du

transgène Pkd I extra

3.1.3.2 Expression du messager Pkdl endogène chez les souris

Certains gènes sont capables de réguler leur propre transcription et de s’autoréguler

positivement ou négativement (eg: fos, FGF, Pax6, etc). Puisque l’expression du

transgène Pkdlextra est sous contrôle du même promoteur que le gène Pkdl endogène, il

était important de vérifier si la présence du transgène Pkd extra affectait la transcription

dut gêne Pkdl endogène. La réponse à cette question est illustrée dans la figure montrant

l’expression du transgène par Northern blot (Fig.2-3) où le niveaut d’expression du gène

Pkdl endogène dans toutes les lignées transgéniques est très semblable à celui des

sottris contrôles. Une augmentation de l’expression du gène endogène aurait ouvert la

possibilité qu’une surexpression du Pkdl endogène plutôt que le transgène Pkdlextra luL

même soit la cause principale dut phénotype kystique des sotiris Pkdlextra. Notre résultat

d’expression démontre que le phénotype kystique (Fig.2—5) des souris Pkdlexira résulte
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d’une surexpression du transgène Pkd ‘extra spécifiquement et non d’une augmentation

de l’expression du gène endogène.

3.1.3.3 Protéine PC1extra

3.1.3.3.1 Expression de la protéine PClextra

En générant le transcrit tronqué Pkdlextra, il était difficile de prédire si la protéine

produite allait être stable ou dégradée stiite aux modifications post-traductionnelles et

un repliement particulier qu’elle aurait pu subir. Il risquait fortement de s’agir d’une

protéine exprimée et stable comme cela a été rapporté pour les domaines extracellulaires

de récepteurs mGluRi et G-CSFR (Ahn et al., 199$; Horan et al., 199$; Okamoto et

aI., 1992; Robbins et aI., 1999). L’expression de la protéine générée par le transgène

Pkdlextra, la pClextra, a été confirmée par Western Blot (Fig.2-3D). La bande détectée

chez les souris transgéniqctes migre plus bas que celle de la protéine pci endogène ce

qui indique fortement la présence d’une protéine tronquée, probablement pc 1extra De

plus, elle migre à la même hauteur que l’utrophine, une protéine d’un poids moléculaire

très similaire à pci extra qui est de 33O kDa sans tenir compte des sites de glycosylation

potentiels dans le domaine extracellulaire. La spécificité de cette bande transgénique est

confirmée par un contrôle positif, la souris surexprimant le Pkdl murin entier,

SBPkdlTag. Les niveaux d’expression protéiques suivent le nombre de copies du

transgène et les niveaux d’expression du messager suggérant la présence d’une protéine

transgénique relativement stable. La lignée Pkdlextra 2 aurait des niveaux très élevés de

la protéine Pextra alors que la lignée 39 n’en attrait que très peu. Ceci excitit donc la

possibilité qtte la protéine tronquée serait reconnue par tin système de dégradation

rapidement après sa synthèse tel que I ‘ubiquitination.

3.1.3.3.2 Effet de la PC’extra sur la polycystine-1 endogène

Nos études d’expression par Northem blot (Fig.2—3A) démontrent que les souris non

transgéniques adultes expriment à des niveaux très faibles la polycystine-l Leur

expression n’est détectée qti’après une exposition prolongée. Cette observation est

consistante avec les études d’expression de PCi humaine et murine rapportées par
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plusieurs groupes (Voir section 1.5.1). Toutefois, il est intéressant de noter la présence

de la polycystine-1 endogène chez nos souris transgéniques adultes même après une

exposition de cohue durée. Il pourrait s’agir d’tine stabilisation de la protéine endogène

par le transgène. Une expérience supplémentaire poctr confirmer la spécificité de cette

bande que l’on croît être la pci endogène pourrait être faite par l’utilisation d’un autre

anticorps qui sera dirigé contre la partie C-terminale de pci. Ce dernier ne devrait

détecter que la polycystine-Ï endogène. Cette expérience confirmerait que la bande de

plus haut poids moléculaire chez les souris transgéniques Pkd I extra et qui semble migrer

à la même hauteur que celle du contrôle positif surexprimant le Pkdi endogène non—

tronqué correspondrait à la pclendo. Cette expérience serait importante afin de vérifier

que cette bande n’est pas le résultat du «quenching» de l’anticorps, de l’effet physique

de l’anticorps chez les transgéniques par rapport aux non-transgéniques ou tout

simplement d’une migration aberrante due à une quantité impressionnante de protéine

tronquée produite par certaines lignées transgéniques. La dernière possibilité est peu

probable car même la lignée 39 possède la bande en question malgré une expression

faible du transgène chez cette lignée transgénique. La possibilité que cette bande

représente des dimères du transgène n’est pas exclue. La pci est capable de faire des

interactions homophiliques via les doinaines PKD-like dans l’extrémité extracellulaire

N-terminale de la protéine (Oxana etaL, 2000).

Néanmoins, ces résultats soulèvent sans doute plusieurs points captivants.

Premièrement, le transgène Pkdlext.a pourrait-il stabiliser la polycystine-i endogène?

Deuxièmement, de quelle façon se ferait la stabilisation de pcienclo par pclextra?

Finalement, la pclextra interfère-elle avec le mécanisme de stabilisation/dégradation de

pci endogène? Certaines hypothèses sont exposées dans les paragraphes qui stuvent.

3.1.3.3.2.1. Inteljérence avec lct capctcité de cliînéi’isttticnz?

Comme mentionné précédemment, la polycystine-1 possède un site GPS qui serait

fonctionnel in vitro et in vivo (Qian et al., 2002). Le clivage dans le site GPS de la

polycystine-I semble s’effectuer rapidement après sa synthèse (—40-15 minutes) (Qian

et aI., 2002) et ne nécessiterait aucune protéase mais subirait plutôt une autoprotéolyse

intramoléculaire (Qian f et ut., 2005). Il s’agirait d’une réaction chimique enclenchée

par une conformation partictilière de la polycystine-i qtii permettrait de rapprocher
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certains acides aminées du site de clivage et initier les réactions nucléophiliques tout

comme il a été rapporté en détail pour le récepteur GPS. le EMR2 (Lin c’t ut., 2004). La

polycystine-l se rajouterait à la famille croissante des protéines autoprotéolytiques

intramoléculaires dont la plupart sont des N—terminal nucléophile hydrolases. Le clivage

protéolytiqtie de certaines de ces protéines hydrolases dont la GA

(glycosylasparaginase) reposerait entièrement sur la dimérisation de l’enzyme (Wang et

al., 2003). Cette caractéristique reste à être vérifiée chez les autres protéines

autoprotéolytiques. Toutecois, l’hypothèse que le clivage serait dépendant de la

dimérisation de la polycystine-l endogène est très attirante. En effet, la polycystine-l

native est capable de se dirnériser et de faire des interactions homophiliques fortes via

les domaines PKD (Oxana et al., 2000). On peut émettre l’hypothèse que la pC ‘extra

empêche ces interactions entre les polycystines endogènes et interfère avec la régulation

de la dimérisation et par conséquent avec le clivage de pclendo. La polycystine-l

endogène non-clivée stable acquerrait alors une fonction indépendante de la

polycystine-l clivée et dont la demi-vie serait plus longue.

Une augmentation de la stabilité de la protéine pci endogène par la protéine mutante

Pextra soulève l’hypothèse que certaines formes mutantes de PKD1 chez les patients

ADPKD pourraient stabiliser la polycystine-l endogène native sans augmenter leur

quantité produite. C’est une hypothèse qui corrélerait avec un signal plus fort de

polycystine-l détecté dans les reins chez les patients ADPKD relativement aux stijets

normaux (Ward et al., 1996; Ong et al., 1999). Toutefois, une autre observation a

montré une augmentation de PKD1 même au niveau d’ARN chez les patients ADPKD

(Ward et al., 1996; Lanoix et al., 1996). Ainsi, la régulation de la stabilité ne se ferait

pas uniquement au niveau traductionnel mais également au niveau transcriptionnel.

3.1.3.3.2.2. Inte,fére,ice avec ici g!pcosi’httio,i protéiqtte/ioctilisatioii cellulaire?

La bande pcI native chez les souris contrôles, non-transgéniques et transgéniques

SBPkd1rag, est diffuse, une caractéristique typique des protéines fortement glycosylées.

Chez les souris transgéniques Pkdlextra la bande correspondant à l’endogène (Voir

section 3.1.3.3.2), semble être plutôt fine. La polycystine-I contient plusieurs sites

potentiels de glycosylation (60; Hughes et at., 1995) et ce surtout dans les domaines

PKDÏ-like. les domaines qui médient les interactions homophiliques de la PCI et
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ladhésion cellulaire (Oxana et ciL, 2000). In vitm, la polycystine-1 semble fortement

glycosylée (Newby et al., 2002). On peut proposer que la polycystine-l endogène chez

les transgéniques est stabilisée via dérégu]ation de son état de glycosylation. Une

glycosylation adéquate pourrait représenter tin préalable au repliement protéique correct

fonctionnel et nécessaire pour le clivage et achem inement/transport d’une protéine

clivée vers son site d’action (membrane. ciL noyau). Suite à tine dérégulation de la

glycosylation et donc du repliement, la protéine tronquée pc I extra pourraient être

empêchée de sortir du RE et rester localisée à la membrane comme démontré pour les

récepteurs mutants mal-repliés de la vasopressine (Morello et ctt., 2000). Normalement,

la pcl passant à la membrane et possiblement dans d’autres compartiments cellulaires

deviendrait fonctionnellement active et sa demi-vie fortement régtilée (plus courte) en

fonction dii signal. du ligand et l’homéostasie rénale. Un parallèle peut être fait entre la

polycystine-l et la protéine Notch dont l’activité et clivage sont fortement régulés par

son état de glycosylation (revue dans Haines et Irvine., 2003). La polycystine-1 et la

protéine Notch se ressemblent par: 1) le clivage intracellulaire et le transport vers la

membrane en ayant deux sous-unités associées de façon non-covalente, 2) le clivage

intramembranaire RIP; 3) l’implication au niveau du développement rénal et la

différenciation cellulaire suggérant des mécanismes de régulation fonctionnelle

analogues. La N-glycosylation semble être également une des étapes limitantes dans la

translocation d’autres récepteuts à la membrane (Petaya-Repo et cii., 2000). Il serait

donc important de vérifier l’état de glycosylation autant de la polycystine-l endogène

que la polycystine-le\tra chez nos souris transgéniques. L’analyse de l’état de

glycosylation en traitant les extraits protéiques par les glycosidases spécifiques (EndoH

et PNGase) et de fractionnement/local isation cellulaire répondront à cette question.

3.1.3.3.2.3. Inteiférence ttvec la conformation structurelle du domaine PLA T de pci

endogène?

In vitro, la stabilité de la polycystine-l semble dépendre de son domaine PEST

positionné dans le domaine C-terminal cytoplasmique (Voir section 1.4.1.3.2.3) et de

l’interaction avec Siah (Kim H et ai., 2004). Cette dernière semble cibler le ptoduit dii

gène PKDI à l’ubiquitination protéasome-dépendante. Il serait intéressant d’étudier si le

transgène est capable de moduler la conformation de la protéine pci native en

empêchant son interaction avec les intermédiaires de la machinerie de dégradation.
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3.1.3.3.3 Localisation de la protéine PClcxtra

Plusieurs hypothèses peuvent être émises quant à la localisation éventuelle de notre

protéine PCle. La protéine tronquée pc1 n’a pas de site d’ancrage dans la

membrane étant donné que les domaines transmembranaires ont été délétés par

recombinaison homologue. Ainsi, nous présumons qu’elle restera soit dans les

compartiments intracellulaires soit sera acheminée vers la membrane sous forme d’un

hétérodimère liée de façon non-covalente. Il est également probable que la pc1e, soit

sécrétée puisqti’elle ne contient pas un signal peptide de rétention du réticulum

endoplasmique. Malgré l’absence d’un signal de rétention du réticulum endoplasmique,

il est probable qtte la pcl, reste dans ce compartiment en se liant aux polycystine-1

endogènes résidantes au niveau du système de RE. La pci extra pourrait également border

la membrane, sans y être ancrée, en se liant de façon non-covalente avec le domaine C

tenninal intracellulaire de la polycystine-Ï endogène comme il a été suggéré in vitro par

Qian (Qian et ut., 2002). Toutefois, cette dernière hypothèse l’acheminement vers la

membrane plasmique, bordant la membrane est peu probable. Il a été démontré dans le

cas de EMR2 que le clivage mais surtottt le «teffiering» (association non-covalente des

dettx sous-unités clivées) serait absoltiment dépendant de 6-8 acides aminés après le site

de clivage HL,T qui résulte en formation des deux sous-unités, N et C-terminale, liées

de façon non-covalente (Chang et ut., 2003). Le mécanisme de clivage de la

polycystine-1 pourrait être semblable au celui de EMR2 et les 6-8 résidus hydrophobes

qui suivent le clivage de pci pourraient s’avérer également de grande importance

(Tab.3-I).

Tableau 3-I: Alignement de séquences de la région GPS chez différents protéines-
récepteurs dont le clivage a été démontré in vitro

Protoin TM GPS Soqtenco Accession No.

h 2 7 R 1Z.CSP-aVLMA-IYDV AF2 1774
li 3 7 T!FVY- EQC. -SS--LIKVNESH 1l4Ca9C4I1-kVtMALToQ AAKISO76

7 RI[cv W-CSRFG- -CT1CS- - HY374NS7 TICFIS-kVtaCP.LPKW AAC7 127
h C097 7 CQEiLAt%6KSCRO- -ÔFAT1CÇ--VLCSKR0S TcCSSFtLMJ1-fYUV A3 6662

7 ‘s s7o.TW-pEILMspsrs Ne_07
h CLI 7 ?LcSYSsN1.-7WS1QG...LVE4K3,! 7tR -V1.)(AOflEI NE_055736
h 051 7 CLVRCVfl4VLG6GGR 0cNGC.., V DRR_ - TXCTCSIfl3SV OVLI(.1.h’ NP_C 0 71
r Io-lI,tta 7 GGK1tF0IAzr-D5aGCT--vEt’apT3N NG2C 819
d Fi 7 RSWPQCV7WI CITtIR- - - FLGClJTE F FtJFPAQQ.5 [LVNCRCTHISSY- VIVIt2t’D BA?94 369

1 1187533
9U0EJ 3 11 tTPCTflj18- - razo- - -?SiDÇQ-GPf5’tR INC CLTFF-SSFFVP?t3 A2.t.26 199
h lyoVOtlfl-2 11 LSLC’3YFS--DN-

- -‘RTLLP-LETSPPQ hVCLT5AY-OAS1FVP?3 P9811

Con.5u C W C W CC T C F

flèche noire: clivage GPS, le site FILT Lin et al.. 2004
flèche verte: position du codon STOP inséré dans PkdJ

Notre pc1e,possède un codon STOP à la position p3 qui est une phénylalanine (F3043

murine/f3051 humaine), un résidu hydrophobe fortement conservé dans tous les
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membres dont le cl ivage/tethering a été démontré (Tab.3—I). Conséquem ment, les petits

acides aminés hydrophobes qui suivent la phénylalanine sont complètement absents ce

qui pourrait empêcher la pclextra de se lier de façon non-covalente avec le C-terminal de

la pclendo. L’importance fonctionnelle de ces acides aminés hydrophobes chez la

polycystine reste à être confirmée. Des souris «knock-im> avec des mutations

spécifiques dans ces acides aminés hydrophobes les transformant en acides aminés

hydrophiles (cg. Set. Thr) pourraient répondre à cette énigme.

Pour vérifier si la protéine pc I e\tra réussit à border la membrane via le C—terminal

endogène, il est suggéré d’effectuer des extraits membranaires Pkdlextra lesquels seront

co—immunoprécipités en utilisant un anticorps contre le domaine C—terminal de la pci.

En faisant un blot par un anticorps N-terminal de la pci, dans le cas où la protéine

transgénique bordait la membrane, l’intensité des bandes devrait encore stuvre le

nombre des copies du transgène comme dans le cas des extraits totatix (Fig.2-3D).

Il est légitime de supposer qu’une surexpression transgéniqtle de notre pc 1extra formerait

des agrégations de la protéine transgénique dans la cellule pouvant mener,

indirectement par la présence du transgène, à l’apoptose, une caractéristique typique

d’ADPKD (Lanoix et ut., 1996; Trudel et al., 199$). La présence d’agrégats protéiques

reste à être vérifiée par microscopie électronique. Toutefois, un effet important direct de

ces accumulations protéiques sur le phénotype Lystique des souris PLd 1 extra est peu

probable puisque même les souris de la lignée 39 qui expriment le transgêne à des

faibles niveaux, développent la polykystose rénale.

3.1.3.3.4 Comparaison du mécanisme d’action potentiel du domaine extracellulaire

de pci avec celui de certains récepteurs clivés

A cette étape dti projet, nous ne sommes pas en mesure de spéculer sur le mode du

fonctionnement cellulaire de la protéine exogène pclextra qui mène à la polykystose

rénale. Il est clair qu’il s’agit d’une protéine stable, mais dont le rôle peut dépendre de

plusieurs facteurs, dont principalement la localisation cellulaire ainsi que de

modifications post-traductionnel les, qui restent à être étudiés. Plusieurs récepteurs sont

clivés au site GPS dont le rôle est beaucoup mieux connti que celtti de la polycystine-l.
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Le domaine N-terminal de la pci potuTait-il fonctionner similairement au domaine N-

terminal «un de ces récepteurs connus? Quelles seront leurs ressemblances?

Tout comme la PCI, BAl I, un inhibiteur d’angiogenèse du cerveau, est clivé dans son

site GPS résultant en deux sous-unités N- et C- terminales. L’importance de la sous-

unité N—terminale de BAIl a été rapportée récemment; ce domaine, seul et

indépendamment des domaines transmembranaires et C—terminale, posséderait un rôle

dose-dépendant antiangiogénique et antitumorigénique in vivo (Kaur et al., 2005). Le

domaine N-terminal de la pci semble avoir des propriétés plutôt différentes.

Premièrement, l’ectodomaine N-tenninai de la PCi est beaucoup plus complexe que

celui de BAI I et pourrait même lier plusieurs ligands différents basé sur la diversité de

ses sous-domaines extracellulaires (Fig.1-4; Tab.1-V). Le clivage de PCi donne lieu au

domaine extracellulaire plutôt bordant la membrane alors que celui de BAI est

principalement sécrété. Finalement, à l’opposé de BAIl, l’effet d’expression de N-

terminal ou, dans notre cas, d’au moins 3042 acides aminés du domaine N-tenninal de

pci, sur le phénotype résultant ne semble pas être dose-dépendant; les quatre lignées

Pkdlcxtra exprimant le transgène à des niveaux très dicférents ont une sévérité de

phénotype kystique très similaire. Toutefois, la possibilité que le domaine

extracellulaire de pci retienne la capacité du récepteur natif de liaison au ligand tout

comme décrit pour BAl 1 et les récepteurs mGluR (Okamoto et al., 199$) ne peut être

exclue.

Malgré leurs fortes ressemblances au niveau dii clivage, les récepteurs LNT de classe B

dont fait partie la polycystine- 1 ont des grandes divergences au niveau de la structure et

de la composition des motifs N-terminal laissant suggérant des mécanismes d’action et

de régulation complètement différents. La polycystine diverge encore plus de cette

famille de protéines en raison du nombre de domaines transmembranaires. Elle en

possède Il alors qtie les autres membres n’en ont qtie 7. Une acitre possibilité est qtie la

polycystine-l soit clivée à un endroit atitre que le site GPS, comme il a été suggéré pour

d’autres récepteurs de cette classe dont le DREG (Moriguchi et at., 2004) et Ig-Hepta

(Abe et al., 2002), agissant probablement comme ligand sur son propre récepteur PCI,

sur d’autres types de récepteurs ou avoir un rôle indépendant du reste de la protéine.

L’identification de sites de clivage de la pci autres que le site GPS (Qian et al., 2002)

et le clivage en C-terminal de la polycystine (Chauvet et al., 2004) ainsi que les
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protéases effectrices mènera à une meilleure compréhension de(s) fonction(s) de la

polycystine- 1.

3.2 Tubulogenèse rénale normale chez les souris Pkdlextra

3.2.1 Implication possible de Pkdl dans le développement rénal

Le gène Pkdl est exprimé au cours du développement rénal et pourrait avoir un rôle

dans le branchement du bourgeon urétérique rénal tUB). Son expression est détectée

dans l’épithélium du UB rénal à partir de E 12.5 (van Adelsberg, 1999; Griffin et al.,

1997; Geng et al., 1997; Voir section 1.5.1.1) mais aussi dans d’autres organes

reposant sur la morphologie dti branchement et les interactions épithélium—mésenchyme

dont le pancréas et les poumons. L’inactivation de Pkdl chez des modèles murins mène

à la mort in utéro et la formation de kystes tubulaires dans le rein et dans le pancréas

(Tab.1-IX). L’expression de PKD1 humain dans les cellules MDCK (MDCKze0)

mène spontanément à la tubulogenèse dans les gels de collagène, des tubules en

branchement et induit une résistance à l’apoptose, alors que les cellules contrôles

(MDCKzC0) (Boletta et aI., 2000) et les cellules exprimant des mutants PKD1 avec un

site GPS non-fonctionnels (Qian et ut., 2002) forment de simples kystes. La

polycystine-l interagit également avec les molécules impliquées directement dans la

morphogenèse du branchement dont la -caténine (Pollack et aI., 1997). Les

interactions cellule—cellule et cellule—matrice extracellulaire tout comme la migration

cellulaire, des caractéristiques typiques du domaine extracellulaire in vitro (Tab.1-X),

sont très importantes lors de la transition mésenchyme—épithélium rénal. Toutes ces

observations suggèrent un rôle de Pkdl dans le branchement urétérique, la tubulogenèse

et la morphogenèse rénale (un rôle développemental dans la morphogenèse du rein

mammifère).

3.2.2 Effet du transgène sur la tubulogenèse rénale

Le profil des branchements urétériques est altéré tout comme le nombre de néphrons

dans les reins embryonaires murins en culture isolés à El 1.5 traités par le peptide

compétitif de PC I, le peptide VAYHWDfGDGS, tin motif très conservé dans les
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domaines PKD du domaine extracellulaire de PCI et qui joue probablement un rôle

d’inhibiteur de la tubulogenèse (van Adelsberg, 1999; Polgar K et al., 2005). Le

transgène Pkdlexua composé de l’extrémité N-terminale de pci pourrait-il médier un

rôle tubulogénique de la polycystine-i?

Afin de répondre à cette question, nous avons vérifié si le branchement dti UB de souris

transgéniques Pkdlextra était altéré en comptant le nombre de glomérules dans les reins

des souris Pkdlcxtra â 1.5 mois, l’âge où le développement rénal murin est terminé et le

nombre de glomérules établi (Bonvalet et ctt., 1977). Il est usuel d’évaluer la taille du

rein et le nombre de glomérules qui reflète le nombre de néphrons et est propoiïionnel

atix branchements du UB (Oliver et al., 196$; A1-Awqati et al., 199$). Le nombre de

glomérules et donc de néphrons ne semble pas changer chez les souris transgéniques

Pkdi1 par rapport atix souris contrôles suggérant un nombre de branchements

inaltéré. Ce résultat corrèle attssi avec un rapport similaire dti poids du rein sur celui du

corps c liez les souris transgén iques relativement aux souris contrôles. Les expériences

supplémentaires seront nécessaires pour étudier le profil des branchements urétérique et

de sa symétrie chez les souris Pkdletra qui pourraient être altérés malgré le nombre de

néphrons inchangé comme dans les éttides de culture dorganes où l’on trouve un défaut

dans le profil (svmétrique/asymétrique) de branchement (Adelsberg, 1999).

L’absence du phénotype tubulogénique rénal chez nos souris transgéniques par rapport

aux études in vitro peut être expliquée de plusieurs façons.

Premièrement, les études in vitro ne reflètent pas nécessairement ce qui se passe in vivo

dû à l’absence de certains facteurs manquants dans les études in vitro qui pourraient être

redondants in vivo (eg. HGF, bFGF). Cette divergence des études in vitro/in vivo a été

rapportée dans plusieurs autres observations d’organes en culture qui inhibent le

développement rénal, versus l’inactivation (ie. «knock-out») de ce même facteur (revue

dans A1-Awqati et al., 1998).

Deuxièmement, la polycystine-I est exprimé à E 12, mais son expression est maximale

entre E 15 et E 1 7, suggérant un rôle plutôt dans la mattH’ation tubulaire et non pas dans

les étapes précoces du développement telle la tubulogenèse. Noti’e transgène est
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exprimé aux stades et tissus où est exprimé le Pkdl endogène reproduisant plus

fidèlement le contexte naturel.

Troisièmement, le manque de phénotype tctbulogénique chez tes souris Pkd I exila pourrait

être expliqué par l’absence de la partie C-terminale. In vitro, le domaine C-terminal

seul, sans la partie extracellulaire, ancré à la membrane via CD16.7 est capable

d’affecter la morphogenèse dti branchement rénal tout comme la migration des celltiles

épithéliales rénales via PKC (Nickel et al., 2002) et reproduit un phénotype très

similaire à la polycystine-1 native (Qïan et ut, 2002; Boletta et aI., 2000). Ces résultats

suggérent que la tubulogenèse rénale ne serait pas régulée essentiellement par la partie

extracellulaire mais plutôt par sa partie intracellulaire. La génération de souris

transgénique exprimant que le domaine C-terminal tout comme le croisement de ces

souris avec les souris Pkdlextra pourrait élucider le rôle du domaine C-terminal dans la

tubulogenèse rénale in vivo.

3.3 Polykystose rénale des souris Pkdlextra

3.3.1 Caractéristiques du phénotype rénal Pkdlextra

La souris transgénique Pkdlextia qui exprime le domaine extracellulaire de Pkdl en plus

d’exprimer le gène Pkd 1 endogène développe une polykystose rénale tardive. Les

premières anomalies cellulaires, dont surtout l’hyperplasie des cellules pariétales

glomérulaires, sont observées dès l’âge de 2 mois. Les défauts rénaux tel que les kystes

glomértilaires et tubulaires, la fibrose et les infiltrats interstitiels, progressent en

fonction de l’âge et les décès surviennent en moyenne vers 20 mois. Toutes les quatre

lignées transgéniques Pkdlextra, celle de faible (lignée 39) ou de haut niveau

d’expression du transgène (lignée 2) développent la maladie. Tout comme chez

l’humain, le phénotype rénal Pkdlextra est tardif et présente des caractéristiques

cellulaires typiques d’ADPKD. Toutefois, la sévérité du phénotype kystique ne semble

pas dose-dépendante dci transgène Pkdlextra. Les explications possibles de cette dernière

observation se trouvent dans les paragraphes qui suivent.
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332 Mode d’action de pc1. dans la polykystose rénale tardive

3.32.1 Hypothèse du dominant-négatif de pclan

Comme mentionné avant, les souris Pkdlan autant avec une Ihible qu’avec une forte

expression du nnsgène développent une polykystose rénale et ce avec une sévérité du

phénotype très semblable. Pourquoi la cellule ne répondrait-t-elle pas différemment aux

niveaux diflrents du flnsgène? De plus, cette observation élimine-t-elle

automatiquement l’hypothèse du dominant négatif du domaine extracellulaire?

II est possible que pcl joue un rôle dominant négatif mais partiel et incomplet En

effèt, une localisation spécifique de pc1, qui reste pour le moment à déterminer,

pourrait interférer avec certaines des fonctions potentielles de la polycystine-1

endogène. Une autre explication possible serait basée sur l’hypothèse que le domaine

extracellulaire puisse agir comme ligand de la polycystine-l ou d’un autre récepteur.

Dans ce cas, une quantité de récepteur limitée, peu importe la quantité de ligand,

permettra une réponse cellulaire limitée. Ta lignée 2 n’aurait alors pas une manifestation

rénale nécessairement plus importante que la lignée 39 puisque dans les deux cas les

récepteurs seront saturés en ligand. Le même raisonnement s’appliquerait si la pela

agissait comme le récepteur à un ligand avec une disponibilité limitée.

332.1 ImplIcation de gènes modificateurs dans le phénotype Pkd1..

L’insuffisance rénale des souris Pkdl est plutôt tardive (—20 mois) alors que les

premières anomalies rénales sont observées aussi tôt que 2 mois. Pourquoi le rein

Pkdlea prendrait-t-il si longtemps pour développer de gros kystes?

Un des joueurs importants qui pourraient influencer la manifestation de la maladie sont

les gènes modificateurs comme suggéré dans ADPKD humain (Voir section 13.132).

À un âge donné, les souris transgéniques PkdI issus d’une même lignée transgénique

ont des sévérités de phénotype rénal différentes. Puisque les gènes modificateurs

semblent influencer le phénotype chez l’humain et les modèles murins (Voir section

1.3.13.2; Upadhya n W, 1999; Blhoreau n W., 2002), il serait intéressant d’analyser



127

le rôle du transgène Pkdlextia sur un fond génétique autre que CBAxC57/BL6 utilisé

dans notre étude.

3.4 Manifestation extrarénale des souris Pkdleura

3.4.1 Absence de phénotype extrarénal typique ADPKI chez les souris Pkdlextra

Les observations tel qtie l’expression quasiment ubiquitaire du transgène Pkdlextra

(Fig.2-3) ainsi qtie la présence de manifestations extrarénales importantes chez les

patients ADPKD (Tab.1-II) laissent supposer l’apparition de manifestations

extrarénales chez les souris Pkdlextra. Nos analyses préliminaires démontrent que les

souris Pkdlextra ne semblent pas manifester d’effets extrarénaux caractéristique/typique

ADPKD tel que les kystes hépatiques, pancréatiques, anévrismes ou défauts cardiaques.

Plusieurs mécanismes peuvent être envisagés pour expliquer cette observation. Le

domaine extracelltilaire pourrait avoir un rôle rein—spécifique et moins important sur les

autres organes. De plus, il est possible que le domaine extracellulaire seuil, sans

domaines intracellulaires et transmembranaires ne soit pas suffisant pour développer un

effet extrarénal. Cependant, une splénomégal ie statistiquement significative chez les

souris transgéniques de la lignée 11 et 39 nécessite d’être mentionnée (Voir section

3.4.2).

3.4.2 Implication de PClextra dans la spiénomégalie chez les souris Pkdlextra

Le phénotype splénique inattendu observé chez les souris PkdIexti inclut une

infiltration lymphomateuse, des mégacaryocytes, et une architecture complètement

aberrante chez les souris transgéniques indiquant une activité extramédullaire

importante. Les infiltrats de macrophages, monocytes et lymphocytes sont souvent

rapportés dans les reins ADPKD et autres maladies rénales non-immunes (Zeier et al.,

1992) soulevant la question sur l’importance du rôle de Pkdl dans l’hématopoïèse. La

splénomégalie pourrait-elle résulter d’un effet direct de la polycystine-1 dans la rate?

L’expression de Pkd I dans des lignées spécifiques lymphocytaires, qtu restent à être

déterminées, pourrait—elle constituer un des effets directs sinon initiateurs du phénotype

rénal également? Une inactivation spatio-conditionnelle de Pkdl dans les lignées

lymphocytes spécifiques pourra répondre au rôle de Pkdl dans le système

hématopoïétique.
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La polycystine-l ne serait pas ta seule protéine impliquée dans la polykystose rénale

avec un rôle potentiel dans les lymphocytes et I’ immunité cellulaire. Le PKHDL I. un

homologue de PKHD1 impliqué dans la polykystose rénale autosomique récessive, est

coiiement exprimé dans les lymphocytes et son expression spécifiquement augmentée

dans les lymphocytes T (Hogan et al., 2003). De plus, le Pkdl et PKHDL1 sont tous les

deux exprimés dans les cellules d’érythroleucémie K562 (Hogan et al., 2003; Aguiari

et al., 199$). Ces deux maladies génétiques de polykystose rénale, autosomique

dominante et autosom ique récessive, pourraient avoir des voies de signalisation

lymphocytaires importantes, voire communes.

3.5 Effecteurs potentiels de pc1,a

3.5.1 Dérégulation de l’expression de c-myc chez les souris Pkdlextra

Le proto-oncogène c-myc, impliqué dans la prolifération et l’apoptose, semble être un

médiateur important dans la polykystose rénale chez les patients ADPKD. L’expression

rénale de c-myc y est augmentée jusqu’à 15 fois (Lanoix et cii., 1996). La surexpression

seule de c-rnyc chez la souris transgénique SBM induit la polykystose rénale (Trudel et

al., 1991) où l’expression de c-mvc corrèle avec initiation et progression du phénotype

PKD (Trudel et al., 199$). L’expression de c-myc est pareillement un médiateur

important de la polykystose rénale dans le modèle SBPkd1Ta qui surexprime le gène

Pkdl (Thivierge et at., 2006). Toutes ces observations nous ont incités à vérifier

l’expression de c-rnyc chez notre modèle transgénique Pkdlextra.

Le phénotype kystique de souris Pkdlextra est accompagné par une augmentation de

l’expression de c-myc. Toutes les SO1if5 Pkdlextra en insuffisance rénale ont une

augmentation de c-myc corrélant avec son rôle dans ADPKD (Fïg.2-6). Nos résultats

préliminaires suggèrent que c-myc accompagne la polykystose rénale de souris

transgéniques Pkdle\lr. Il reste à déterminer si l’expression de c-myc constitue un des

éléments déclencheurs de polykystose rénale des souris Pkd textra ou n’est qu’une

conséquence du phénotype kystique. Le rôle direct de c-myc dans notre modèle

transgénique pourrait être vérifié en croisant les souris Pkd I avec te modèle murin

conditionnel myctbobo\.
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La voie d’activation transcriptionnelle de c-myc dans les reins kystiques Pkdlextça n’est

pas encore connue et reste à être étudiée. Il est possible que la partie clivée C-terminale

de Pkdl comme suggéré par Chauvet (Chauvet et al., 2004) agisse directement au

niveau du promoteur de c-myc ou en activant les facteurs transcriptionnels de c-myc tel

que la Ç3-caténine. Il est également possible qu’une autre voie soit activée

indépendamment de l’activité transcriptionnelle nucléaire de pci (Chauvet et al., 2004)

afin d’influencer l’expression de l’oncogène c-myc.

3.5.2 Influence de l’expression de PC’extra sur l’expression de pc2

La polycystine-1 et polycystine-2 sont toutes les deux impliquées dans la polykystose et

mènent aux phénotypes quasiment md istinguables suggérant des voies de signalisation

communes. De plus, la polycystine-l est capable d’interagir avec la polycystine-2

(Isiokas et aL. 1997; Hanaoka et al., 2002, Qian et ci!., 1997) et former des complexes

héterodimériques. La déstabilisation de ces complexes ou encore une de ses

composantes pourrait prédisposer à la polykystose. Nos résultats suggèrent une

stabilisation de la protéine pci endogène (Fig.2-3) mais également la polycystine-2 par

le transgène Pkd 1cxtra (Fig.2—7). La stabilisation se ferait au niveau protéique car

l’expression du messager Pkd2 est inchangée.

3.5.2.1 Stabilisation réciproque de PCi et PC2 rapportée dans les autres études

Par qtiel mécanisme une stabilisation protéique réciproque entre les polycystines

ADPKD se ferait-elle? L’ordre séquentiel dans lequel la stabilisation surviendrait serait

très instructif La stabilisation de la polycystine-l endogène précéderait-elle la

stabilisation de la pc2 oui vice versa? Les deux cas peuvent être envisageables. il a été

déjà suggéré que la stabilisation de PCI pourrait dépendre de PC2 (Tsiokas et al., 1997)

et que les niveaux de PCI semblent augmenter en présence de PC2. Dans ce cas, le PC2

interagirait et stabiliserait la PCI. un phénomène qui s’effectuerait au niveau de la

membrane. Pour l’instant, notre étude ne nous permet pas d’affirmer dans quel

compartiment sous-cellulaire se ferait la stabilisation observée: membrane. ER ou cils.

La réponse à cette question sera très informative puisque la localisation de PC2 apparaît

très importante. Le PC2 semble influencer la localisation intracellulaire de PCI
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(Grimm et al., 2003) et donc probablement sa fonction vraisemblablement différente

U’ un compartiment à 1 ‘autre.

3.5.2.2 Nature et mécanisme potentiel de stabilisation de pc2 par Pkdlextia

Une étude de localisation de pcI et pc2 chez les souris transgéniqties Pkdle\tra sera

nécessaire potir connaître plus sur ce mécanisme de stabilisation déclenchée par pc ‘extra

La stabilisation pourrait être physique et directe puisque les deux peuvent faire partie

d’un même complexe. Une stabilisation indirecte ne peut être exclue. La stabilisation de

pci pourrait initier une voie de signalisation qtii aboutira à la stabilisation de pc2. Un de

ces exemples c’est la stabilisation de GSK, un intermédiaire de la voie Wnt importante

dans l’ADPKDI (Voir section 1.7.3.2), qui semble nécessaire pour la phosphorylation

de PC2 (Streets et aI., 2006), une modification post-traductionnelle requise pour la

localisation membranaire de PC2.

3.5.2.3 Effet possible de la stabilisation de pc2 par Pkdlextra

tI faut se poser la question sur l’effet de cette stabilisation sur la physiologie rénale. Le

phénotype kystique des souris Pkdlextra aurait-il été plus sévère si c’était avec tin fond

génétique Pkd2-haploinsuffisant? Il serait intéressant d’exploiter cette possibilité. La

pc2 n’a-t-elle qu’un rôle de tampon d’activité/localisation de pci ce qtu potirrait

expliquer un phénotype polykystique tardif chez nos souris transgéniques Pkdlextra. Il

est connu que la pc2 est capable d’antagoniser l’activation constitutive des protéines-G

initiée par la pci (Delmas et al., 2002) et de réguler la localisation nucléaire de pci

(Chauvet et ut., 2004), deux voies de signalisation très importantes dans la polykystose

rénale (Voir section 1.7.3). Un débalancement de l’expression/localisation de pci par le

transgène Pkdlxtra pourrait entraîner une dérégulation des complexes des protéines

polycystines qtii répondra par une stabilisation d’autres composantes du complexe dont

la composante principale, la poiycystine-2.
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3.6 Conclusion

En résumé. dans notre étude nous avons démontré que lexpression d’une protéine

mutante constituée de 3042 acides aminés du N-terminal de la polycystine-1 chez la

souris transgénique est suffisante pour développer une polykystose rénale similaire de

plusieurs angles à la polvkystose rénale humaine: progression de la maladie. effecteur

impliqué tel c-myc, pathologie cellulaire. La signification de ce modèle peut se révéler

importante à plusietirs niveaux. La souris Pkdlextra manifestant des caractéristiques

typiques d’ADPKD humain pourra servir de modèle d’étude de la pathologie cellulaire

kystique en particulier les défatits dans la matrice extracellulaire, les adhésions

cellulaires et le cytosquelette. Cette étude ouvre une nouvelle poile pour la

compréhension de fonctionnement des protéines mutées PKD I ainsi que sur

l’identification des substrats/ligands dLi domaine extracellulaire de la pci.

Il ne serait pas surpi-enant que la polycystine-l possède de mtiltiples rôles dans la celltile

selon sa localisation, sa modification post-traductionnel le, ses partenaires protéiques,

ses ligands et les gènes modificateurs. De plus. ses fonctions sont potentiellement

modulées aussi selon son stade développemental (in utéro vs post—natal), ses conditions

cellulaires (cg: stress mécanique) et pathologiques. La polycystine- I serait une molécule

très complexe et même intrigante, aussi bien du point de vue de la complexité de sa

structtire protéique que de ses fonctions intracellulaires multiples et diverses.
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Figure 3-1: Représentation schématique des sites d’interaction possible de PClendo et PClcxtra

Lumen

pci endo

PCiextra

Cellule épithéliale

Les sites d’interaction de la polycystine-2 (pc2) avec la polycystine-1 endogène (PClendo) ou la polycysfine-1 du transgène
(pcl) ne sont pas inclus dans ce schéma afin d’alléger la représentation. La pc2 se trouve principalement au niveau de ER
et la membrane et pourrait influencer la localisation, voire la fonction de la pci. La distribution de la polycystine-i et son rôle
pourraient également dépendre de plusieurs autres facteurs mentionnés dans la section Conclusion dont les modifications
post-liaductionnelles (le clivage), le stade du développement rénal, la nature du tissu, les conditions et l’environnement
cellulaire, etc. Les études de la sous-localisation cellulaire de le protéine permettront de faire la lumière sur la
fonction du domaine extracellulaire de pci.
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Appendice I
Vérification de l’intégrité du PkdlextraBAC

Le Pkd1extjçBAC obtenti par la recombinaison homologue et qui a servi pour la

production de souris Pkdl extra a été étudié en détail par différents moyens. La figure A-

1 montre le résultat du séquençage de la jonction entre l’exon 25 et 46 et la présence dti

codon STOP ainsi que le site BarnHI insérés par la Inutagenèse dirigée.

Figure A-1: Séquençage de la jonction exon25-46 dans le PkdlextraBAC

5’ BamHI 3’

CAACCGCCACCTCACTGCCTAAGGATCCGAGTCTGG

Afm de s’assurer qu’aucune modification majeure n’a été générée lors de la

recombinaison homologue dans le reste du gène Pkdl, nous avons fait des analyses

détaillées par analyse de Southem Mot en utilisant de sondes différentes couvrant le

gène Pkd 1 entier. Seulement quatre de ces sondes ont été montrées dans l’article soumis

(Voire CHAPITRE 2.0). L’analyse complète du PkdlextraBAC est représentée à la

page suivante (Fig.A-2).
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Appendice II

Vérification de l’intégrité du transgène Pkdlextra

xxii

Afm de s’assurer de l’intégrité du transgène des souris transgémques Pkd1exa, flOUS

avons fait des analyses détaillées par Southem blot en utilisant six sondes différentes

qui couvrent le gène Pkdl entier. Setilement les résultats obtenus par deux de ces

sondes ont été montrés dans l’article soumis (Voir CHAPITRE 2.0). Dans la figure ci-

bas (Fig.A-3) se trouvent les résultats de Southem blot obtenus par quatre sondes

supplémentaires, exoni, exon2-3, exonl5-20, exon27-34, et confirment l’intégrité totale

du transgène Pkdlextra.

Figure A-3: Analyse de l’intégrité du PkdlextraBAC par Southern blot

Endogène 6.9kb 30kb 96kb 277kb

Transgène 69kb 30kb 158kb 277kb

• Paiee la vende radacnde ent capable de reconnaitre le Pkdl endogerre etie Pkdl tlansgêne, intensité de la bande devrait varier en levebon do nontre de copies de Pkdl

Paisqoe la sonde adroar,the ritent onpable de eccornaitre qae le Pkdl ebooqéne, [irdensile de la bonde devrait vaneen tonctco, de la qoantie dAOPI dans le pats

M: marqueur ADN y Hindifi: C: souris non-transgénique du même fond génétique que les souris

transgéniques Pkd)ex.a; 2, 9, 11, 39: souris transgénique de lignée Pkdlcxtra 2, 9, H et 39 respectivement.

Pkd 1exfra

M C 2 9 11 39 M C 2 9 11 39 M C 2 9 11 M39

M

23kb -

9.4kb -

66kb -

44kb -

23kb

2.Okb -

M C 2 9 11 M 39
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____________________ — —

TJTE.IZ.
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hoto du gel avant
transfert

Hybridation avec la
sonde

Sonde a b* d
(exon 1) (exon2-3) (exon 15-20) (exon27-34)
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Appendice III

Représentation schématique de la PClextra

La structure attendue de la polycystme-i produite par le transgène Pkdiextaa, la

polycystine-1cra (PCiexïra), se trouve ci-bas (Fig.A-4). Les acides aminés

correspondants à une partie du domaine GPS contenant le site de clivage HLT et le site

de mutagenèse (codon STOP) insérés dans la pciea sont identifiés par les flèches. Les

positions des acides aminés importants dans l’extrémité N-tenninale chez la protéine

mutante pclea sont comparées à celles de la polycystine-i native (pci) et le patient

E3020, un mutant ADPKD humain.

Figure A-4: Analyse comparative structurelle de pci et PClextra

LRR

IiI Domaine GPS humain Domaine GPS souris
11)1.-A (aa3Oll-3060) (aa3003-3052)

C

C
L L

Nr / T T
I R R

H H
L304B L’°4°

STOP chez Pkdlextta

(T

G G

ModWé de Qian et aL PNAS 99:16981.16986 (2002)

Mutant humain: E3020X (Mutation non-sens; nucléotide 9269 G—+T; Peral et al., 1997)
Acide aminé 3020 humain Acide aminé 3012 souris

Premier domaine transmembranaire: humain aa3075 souris aa3067
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Appendice IV

Phénotype rénal particulier chez une souris de la lignée Pkdleitra 11

Le pliénotype rénal des souris Pkdl extra comprenait la formation de multiples kystes

glomémiaires et tubulaires comme démontré dans la figure 2-5. Étonnement, une souris

âgée de 17 mois de la lignée 11 (Fig.A-5) avait un phénotype dissemblable et irrégulier.

Un rein s’était transformé en un sac rempli de liquide urinaire, sans aucune structure

rénale conservée, alors que le deuxième avait les tubules plutôt indemnes et pennettait

probablement la survie de cette souris.

Figure A-5: Phénotype rénal particulier chez une souris Pkdlextra 11

Photo prise par Hékne Lambh,, IRCM

‘ç

Rein gauche

<,

‘.

Agrandîssement: 1 OX
Coloration: Eosin&Hematoxylin
Âge de la souris: 17 mois
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Appendice V

Expression de lipocaline-2 chez les souris Pkdlextra

Les lipocalmes appartiennent à la famille de protéines sécrétées qui lient les petits

ligands et ont des propriétés moléculaires diverses dont le transport des phéromones, la

synthèse des prostaglandines, la régulation de l’homéostasie cellulaire et l’immunité

cellulaire. Une augmentation importante de lipocaline-2, aussi appelée 24p3 chez la

souris et qui possède un rôle potentiel dans l’inflammation cellulaire, a été rapportée

dans les reins ADPKD humains (Husson et ctt., 2004). Nous avons étudié l’expression

de lipocaline-2 chez nos souris transgéniques Pkd1ej-ta par Q-PCR (Tab.A-I). Tel

qu’observé chez les reins ADPKD humains, les reins des souris transgéniques Pkdlej-a

âgées ont une augmentation d’expression de lipocaline-2. Cette observation de même

que d’autres observations rapportées dans le présent mémoire suggèrent que la souris

Pkdlextra reproduit bien l’ADPKD humain et pourrait servir de modèle d’étude de cette

pathogenèse.

Tableau A-I: Expression rénale de lipocaline-2 chez les souris transgéniques

Pkdlextra

Souris n Expression de Jipocaline-2

Contrôle 2 1

Pkdlextra 2 2 80

Pkdlextra 11 2 103

Pkdlextra39 3 120

Contrôle: souris non-transgéniques (CBAxC57/Bl6)F1 n: nombre de souris
analysées. Les valeurs d’expression de lipocaline-2 (moyennes) des souris
transgéniques Pkdlextra ont été normalisées par rapport aux souris contrôles non
transgéniques.
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Appendice VI

Souris transgéniques SBPkd1 extraiTAG

En parallèle avec la génération de souris transgéniques Pkd1,, nous avons généré les

SOtUS $BPkd1eaITAG. Le but de cette expérience était d’exprimer le transgène Pkdlextra

exclusivement dans les reins. Pour ce faire, le Pkd1e,BAC a été modifié en deux

étapes de recombinaison homologue afin de générer le SBPkd1e/lAG-BAC: 1)

remplacement des éléments régulateurs Pkdl par des éléments rein-spécifique SB (SB:

enhanceur SV4O et promoteur de la f3—globine) et 2) insertion d’une mutation

silencieuse dans l’exon 10 générant un site de restriction EcoRI servant de marqueur du

transgène appelé «TAG». Pour confirmer son intégrité et l’absence de modifications

non-désirées, le clone SBPkd1 extra[fAGBAC a été analysé en détail par Southem blot

(Fig. A-6).

Le clone SBPkd1 extra/TAGBAC qui s’est avéré intègre a servi pour la génération de

souris transgéniques SBPkd1e/fAG (Fig.A-7). La microinjection a résulté en sept

souris fondatrices. La fondatrice #1$ ayant le plus grand nombre de copies du transgène

est décédée tôt après la naissance sans que l’on ait eu la possibilité de l’analyser. Les

liguées transgéniques SBPkd1 extra/TAG ont été établies avec les fondatrices #1, 17, 21, 22

et 30 dont l’expression a été étudiée par PCR quantitatif (Fig.A-$).

Les analyses histologiques n’ont pas démontré de défaut rénaux évidents ou des

anomalies extrarénales chez la souris transgénique SBPkd1rfAG. Les analyses

physiologiques sont résunées dans le tableau A-II, A-III et A-IV.
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Figure A-8: Analyse d’expression du transgène SBPkdlextraiTAG par Q-PCR

Not EcoRi BamHI C!aI

[si— Tsc2

—FW--—//

______

__7
03-46

0345

Expression rénale et extrarénale du transgène SBPkdlextr&TAGLignée Rein Rein Cerveau Coeur Pounwn Rate foie Puicréas
(9)

SBPkdleitrapi’AGl 61 100 0.2 1.5 9.3 1.9 0.0 0.1SBPkdlextraITAGl7 44 100 0.3 20.1 25.9 5.3 0.1 0.2SBPkdlcitra/TAG21 89 100 4.0 45.2 43.1 14.4 0.6 3.4SBPkdlextr,rrAG22 742 100 0.3 4.8 10.3 2.9 0.1 0.1SBPkdlextraiT4G3O 55 100 1.3 4.2 33.7 6.4 0.9 1.3L’étude d’expression par Q-PCR a été effectuée sur trois souris de chaque lignée transgénique SBPkdlXAG ainsi que sur trois sourisnon-transgéniques du même fond génétique et d’âge similaire. L’expression du transgéne a été normalisée sur la protéine ribosomale,Sl6. *: L’expression du transgène dans un organe donné par rapport au rein dont l’expression est rapportée à 100%. Ce tableaudémontre une très faible expression extmrénale du trnnsgène chez les souris transgéniques SBPkdl et confirme la spécificité rénaledes éléments régulateurs SB.

Tableau A-II: Analyse physiologique de souris transgéniques SBPkdÏextr,iAG:
Hématocrite

Lignée n Age Hématocrite
(mois) (%)Contrôle 4 8-13 47.6±2.19

SflPkdl11rjAG 1 3 10 46.9 ±2.25

SRPkdlextrAG 17 4 713 43.7 ±5.06

SBPkd1CXtAG 21 4 6-13 44.0 ±2.27

SBPkd1extr,rAG 22 3 1013 39.3 ±6.89
SBPkd1eXtryi’AG3O 4 713 43.2 ±7.51

Les valeurs sont représentées par la moyenne ± déviation standard. n: nombre de souris analysées.Contrôle: souris non-transgéniques (CBAxC57fBl6)f 1.
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Tableau A-III: Analyse physiologique de souris transgéniques SBPkdlextraIIAG2

Urine

Lignée n Age Osmolalité
(mois) (mOsm!kg)

Contrôle 6 18-22 1150 ±499

SBPkd1extraiAG 1 5 9-21 1276 ±521

SBPkd1CXtAG17 3 6-7 1239±92

SBPkd1etrapAG 21 4 8-23 1 178±375

SBPkdlextraAG 22 5 912 1666±585

SBPkd1xtraITAG3O 1 12 1098

Les valeurs sont représentées par la moyenne ± déviation standard, n: nombre de souris
analysées. Contrôle: souris non-tmnsgéniques C57/B16.

Tableau A-W: Analyse physiologique de souris transgéniques SBPkdlcxtr&TAG:

Sérum

Lignée n Age
(mois)

Contrôle

SBPkdlextra[rAG 1

SBPkdlextrafTAG 17

SBPkd1tAG 21

SBPkdlextra[TAG 22

SBPkdlextrarrAG 30

3 18

3 20-22

2 18

2 18-22

1 22

BUN
(nno1/L)

9.0 ±2.5

25.2 ±14.3

11.5±1.3

17.4 ±2.3

13.1

Créatinine
(unoUL)

21.3 ±is

37.3 ±13.6

16.0 ±1.4

23.5 ±2.12

23.0

Les valeurs sont représentées par la moyenne ± déviation standard, n: nombre de souris analysées. Contrôle:
souris non-transgéniques C571B16. -: paramêtres pas étudiés car les souris âgées de cette lignée n’étaient pas
disponibles.
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Alors que les souris transgéniques SBPkd1e/AG ne manifestaient pas de défauts

rénaux kystiques ou des anomalies extrarénales importantes (Fig.A-9 gauche), les

souris de la lignée 21 et 22 croisées avec le Pkdl-KO avaient un phénotype rénal très

sévère (Fig.A-9 droite). Les reins des souris KOSBPkd1extraiTAG’ tg ont une

morphologie rénale complètement altérée, avec une multitude de kystes affectant toutes

les parties du néphron (Fig. A-9).

Figure A-9: Phénotype rénal sévère chez les souris KOSBPkd1extraIiAG



APPENDICE VII

Séquence et motifs protéiques de la polycystine-1 murine
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