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Maladies
genétiques,
maladies

du signal

Les maladies génétiques étaient
Jadis attribuées selon le modele
classique de la génétique
microbienne, soit a des mutations
des genes de structure, soit a des
mutations des genes de régulation.
Dans la premiere catégorie, on
peut ranger les défauts génétiques
portant sur les protéines de
structure, les enzymes du
métabolisme, ou des transporteurs
comme Uhémoglobine. La seconde
est, en réalité, beaucoup plus vaste,
si on entend par la toutes les
altérations génétiques entrainant
des anomalies de la régulation de
Uexpression génique, avec leurs
conséquences sur le développement
et la différenciation cellulaire.
Outre les atteintes génétiques de la
machinerie transcriptionnelle, on
peut classer dans cette catégorie de
trés nombreuses anomalies de la
transmission du signal, qu’il
s’agisse d’une activation anormale
ou d’un déficit. Ainsi, les mutations
du récepteur RET sont-elles
associées a une néoplasie
endocrinienne multiple de type 2,
ou a une maladie de Hirschprung,
et leur pénétrance peut étre
modulée par les mutations du
ligand de RET, le facteur GNDF.
D’autres exemples de mutation de
récepteurs a activité de tyrosine
kinase avec craniosynostoses, d’un
récepteur hormonal avec anomalie
du développement sexuel et d’une
phosphatase de phosphoinositides
associée a un retard mental et a
des malformations sont illustrés
dans ce numéro de m/s. Chez
certains malades, la sécrétion
inappropriée du facteur BMP4, de
mécanisme inconnu, conduit a une
maladie ossifiante des parties
molles.

RET et GDNF:
un récepteur orphelin
trouve une famille nourriciere

Le sort des modéles en science est
d’étre pris en défaut. Sept articles
publiés récemment dans Nature et Cell
[1-7] le rappellent de maniére oppor-
tune au lecteur et l'invitent a renon-
cer au bien-étre procuré par des
connaissances tenues pour acquises. A
la suite de ces travaux, il est établi
qu'un membre distant de la famille
TGF-B appelé GDNF (glial cell line-deri-
ved neurotrophic factor) est un ligand du
récepteur tyrosine kinase RET. Il nous
faut donc, d’une part, reconsidérer
Pattribution univoque de récepteurs
sérine/thréonine Kkinase aux
membres de la famille TGF-B. D’autre
part, il nous faut concevoir I'interac-
tion entre un ligand et un récepteur
doté d’activité tyrosine kinase (RTK),
en I'occurrence le GDNF et RET,
comme plus subtile que nous ne la
soupconnions. Celle-ci peut en effet
requérir la fixation préalable du
ligand sur un co-récepteur, condition
nécessaire a la formation d’'un com-
plexe compétent pour la transduction
de signaux. Finalement, ces résultats
illustrent I’apport fécond de la muta-
genese ciblée in vivo (knock-out) a dif-
férents champs de la recherche en
biologie dont I’embryologie et la
génétique des maladies humaines.

RET : un récepteur tyrosine kinase
atypique

Le produit du proto-oncogéne RET
est une glycoprotéine transmembra-
naire pourvue d’un domaine tyrosine
kinase intracytoplasmique (pour
revue voir [8, 9]). Au premier abord,
rien ne distingue RET des autres
membres de la famille RTK. Comme
pour nombre de ses pairs la diversité
est de mise, et le géne RET humain

code pour plusieurs variants engen-
drés par épissage alternatif, en parti-
culier trois isoformes comprenant
1114, 1106 et 1072 acides aminés
qui divergent dans leur région car-
boxy-terminale [10]. D’autre part,
propriété commune a de nombreux
RTK, la protéine RET est dotée d’un
motif juxtamembranaire riche en cys-
téines. Cependant, RET se singula-
rise par la présence d’'un domaine de
110 acides aminés ayant une homolo-
gie significative avec les cadhérines,
des molécules d’adhérence dont le
domaine extracellulaire comprend
une répétition en tandem de 5 a plus
de 40 motifs capables de fixer le cal-
cium. L’existence d’un tel motif dans
le domaine extracellulaire de RET
suggere, par analogie, que cette pro-
téine puisse se comporter comme
une cadhérine, quoique ses proprié-
tés adhésives dépendantes du cal-
cium restent encore a démontrer.

RET, embryopathie et cancers

Les lecteurs de médecine/sciences ont
été informés des progres récents de
la recherche sur les causes géné-
tiques de deux maladies humaines, a
savoir les néoplasies endocriniennes
multiples de type 2 (NEM 2) et la
maladie de Hirschsprung [11]. Dans
le cadre de cette mini-synthése consa-
crée a RET et a son ligand, nous ne
pouvons pas rentrer dans les détails
de la sémiologie et de la génétique
de ces deux affections. Aussi, nous
souhaiterions nous concentrer sur
quelques résultats en rapport avec le
sujet (nous invitons le lecteur a se
reporter a la revue précitée [11],
ainsi qu’a d’autres synthéses plus
récentes [8, 9]).
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Les patients atteints de NEM 2 déve-
loppent diverses tumeurs endocrines
dont le cancer médullaire de la thy-
roide (CMT) et le phéochromocy-
tome. Les NEM 2 sont des multi-
endocrinopathies héréditaires a
mode de transmission autosomique
dominant et a forte pénétrance [8,
9]. La maladie de Hirschsprung est
une malformation digestive congéni-
tale caractérisée par I’absence des
ganglions entériques (sous-muqueux
et myentérique) dans une portion
plus ou moins étendue de I'intestin.
Les symptomes de cette aganglionose
sont une occlusion intestinale néona-
tale grave ou une constipation chez
I’adulte. L’étude des formes fami-
liales de maladie de Hirschprung a
permis de mettre en évidence plu-
sieurs geénes responsables, dont un
gene autosomique dominant de
pénétrance incomplete [8, 9, 11].
Des mutations germinales du géne
RET situé sur le chromosome 10
(10q11.2) sont la cause des NEM 2 et
d’une majorité des formes familiales
de Hirschsprung avec un mode de
transmission dominant. Dans les
NEM 2, ces mutations sont des muta-
tions ponctuelles dont les consé-
quences sont, soit la substitution
d’une cystéine du domaine riche en
cystéines par un autre acide aminé,
soit le remplacement d’une méthio-
nine particuliére du domaine tyro-
sine kinase par une thréonine [8, 9,
11]. Quant a la maladie de Hirschs-
prung, les mutations en cause peu-
vent étre la délétion d’un alléle, des
mutations qui décalent le cadre de
lecture, des mutations non-sens ou
des mutations faux-sens réparties sur
I’ensemble de la région codante [8,
9, 11]. Les altérations génétiques
associées a ces deux maladies sont
donc de nature différente et ont des
conséquences opposées sur la fonc-
tion de RET. En effet, les mutations
des NEM 2 conduisent a une activa-
tion constitutive de I’activité tyrosine
kinase et transforment le géne RET
en oncogene (gain de fonction),
alors que les mutations Hirschs-
prung aboutissent dans la majorité
des cas a une haplo-insuftfisance due
a I’absence d’expression d’un allele
ou a l'expression d’une protéine
non fonctionnelle (perte de fonction
(8,9]).
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RET, organogenese rénale
et développement
du systéeme nerveux périphérique

Au cours du développement, le géne
RET est exprimé de maniere dyna-
mique dans plusieurs territoires
embryonnaires, dont le systéme ner-
veux et le rein en voie de formation
[12, 13]. Concernant le systéme ner-
veux, I’expression de RET est en parti-
culier détectable dans les cellules de
la créte neurale progénitrices du sys-
teme nerveux entérique (SNE), dans
les ganglions craniens, les ébauches
des ganglions sympathiques et rachi-
diens et dans la partie ventrale du
tube neural d’ou proviennent les
motoneurones [12, 13]. Lors de I’édi-
fication du métanéphros, RET est
exprimé exclusivement a la surface
des cellules épithéliales situées a
I’extrémité du bourgeon urétéral,
bourgeon qui s’invagine dans le blas-
teme métanéphrogene puis se divise
par bifurcations successives pour for-
mer les éléments excréteurs du rein
définitif [12, 13]. Les expériences de
mutageneése ciblée in vivo chez la sou-
ris ont clairement confirmé les don-
nées d’expression qui suggéraient un
role de RET durant I’embryogenése
[14]. En effet, les souris dont les deux
alleles Ret ont été invalidés meurent
dans la journée qui suit leur nais-
sance. Chez ces animaux nullizygotes
(Ret~/-) le SNE est absent dans
I’ensemble de l'intestin, de plus le
ganglion cervical supérieur (GCS) est
manquant et ces souris ont, soit des
reins trés rudimentaires, soit une agé-
nésie rénale (Tableau I, [14, 15]). Les
souris Ret~~ constituent donc un
modéle animal de maladie de Hirschs-
prung, et ce modele valide a rebours
le role étiologique des mutations de
RET dans cette maladie.

Quel ligand pour RET?

Ces résultats remarquables et des tra-
vaux ultérieurs ont conduit a la for-
mulation de plusieurs hypothéses
relatives a la nature du ligand de
RET [15, 16]. Tout d’abord, il s’avére
qu’une sous-population des cellules
de la créte neurale vagale contribue
de maniére majeure a la formation
du SNE intestinal et du GCS. Ces cel-
lules aux potentialités entérique et

sympathique dépendraient de RET et
de sa capacité de recevoir un signal
approprié pour se développer nor-
malement [15]. D’autre part, un
ensemble d’arguments expérimen-
taux suggere que lI'absence du GCS
et probablement aussi du SNE chez
les souris Ret”~n’est pas due a un
défaut de migration des cellules
appartenant au lignage sympatho-
entérique de la créte neurale, mais
peut étre plutot attribuée a un événe-
ment postérieur survenant au cours
de la gangliogenése. D’ou la pre-
miére supposition que le ligand de
RET puisse étre un facteur trophique
[15]. L’analyse des causes poten-
tielles de la dysgénésie rénale des
souris Ret /- inspire de nouvelles
réflexions. En effet, le rein se forme
a partir du blastéme métanéphro-
geéne et du bourgeon urétéral. Tandis
que, sous l’'influence inductive des
cellules mésenchymateuses du blas-
téme, le bourgeon urétéral se divise
en bifurcations dichotomiques
jusqu’a former les grands et petits
calices et les tubules collecteurs, sous
I'influence inductive du bourgeon
urétéral les cellules du mésenchyme
vont se condenser en amas qui
constitueront des vésicules rénales
puis finalement les néphrons. Des
expériences de co-culture de bour-
geon urétéral et de mésenchyme
métanéphrique démontrent sans
ambiguité que RET est requis dans
les cellules du bourgeon urétéral
pour la transmission du signal induc-
teur provenant du blasteme [16].
D’ou la deuxiéme supposition que le
ligand de RET pourrait étre un fac-
teur doté de propriétés inductrices
(14, 16].

Le GDNF: pléiotropie
d’une neurotrophine

L’observation que du milieu condi-
tionné de cellules gliales exercait une
activité trophique sur les neurones
dopaminergiques d’origine mésencé-
phalique a conduit Frank Collins et
ses collaborateurs (Synergen, Inc,
Boulder, CO, USA) en 1993 a puri-
fier le facteur responsable de cet
effet et a cloner son géne [17]. Ce
facteur appelé GDNF (glal cell line-
derived meurotrophic factor) présente

une homologie d’environ 20% avec m—
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COMPARAISON DU PHENOTYPE DES SOURIS PORTEUSES
DE MUTATIONS INACTIVATRICES DANS LES GENES RetET Gdnf

Tableau |

Phénotype
des animaux

Ret

Gndf

a J1 post-natal +/- -/- +/- -/-
Viabilité AP Mort 17 journée Non rapportée Mort 1" journée
Rein AP Dysgénésie; Dysplasie ; agénésie Dysgénésie;
agenésie (1) (30-40 % des animaux) ageénésie (2)
Systéme nerveux AP Absent dans AP Absent dans intestin
entérique intestin et partie Hypoplasie
distale estomac dans estomac
et partie inférieure cesophage
Ganglion cervical AP Absent AP 35 %
supérieur
Ganglions sensitifs AP AP
Pétreux-Noueux ?(3) 40 %
Rachidiens (L5) ?2(3) 23 %
Motoneurones AP AP
Noyau moteur
du trijumeau ?(3) 19-21 %
Moelle épiniére (L1-L6) ?(3) 22-23 %
Hypoventilation Présente ?

(4) Hypercapnie

Résultats prenant en compte les données publiées dans les articles 3, 4, 5. +/- et -/- symbolisent I'hétérozygotie et ’'homozygotie des animaux dont
le géne a été invalidé. AP: absence de phénotype. |: Diminution du nombre de neurones exprimée en %.

(1) Agénésie rénale souvent accompagnée d’absence de l'uretére. Chez les animaux Ret"- deux reins trés rudimentaires sont présents dans 11% des
cas; agénésie rénale unilatérale et rein rudimentaire: 31 % des cas, agénésie rénale bilatérale: 58 % des cas. Vingt-cinq pour cent des femelles Ret’-

présentent aussi des malformations de I'utérus.

(2) Agénésie rénale associée 4 une absence de l'uretére.
(3) Analyse en cours dans le laboratoire de V. Pachnis (Londres, Grande-Bretagne).
(4) Résultats préliminaires qui n’ont fait I'objet que de communications dans des congrés.

les protéines de la superfamille des
cytokines TGF-§ [17, 18]. De plus, les
sept cystéines impliquées dans la
structuration du motif cystine knot des
molécules TGF-B [19] sont présentes
dans le GDNF. Comme les autres
membres de cette famille, le GDNF
est synthétisé sous la forme d’un pré-
curseur qui, aprés clivage, engendre
une protéine mure de 134 acides
aminés. Le produit sécrété et biologi-
quement actif est un dimére com-
posé de deux molécules de GDNF
reliées entre elles par un (ou des)
pont disulfure [17]. Outre sa capa-
cité d’assurer la survie des neurones
dopaminergiques, le GDNF exerce
une activité trophique sur les moto-
neurones, les neurones noradréner-
giques du locus coeruleus et diffé-
rentes classes de neurones du
systéme nerveux périphérique [20-

s 27]. Du fait de ses effets biologiques,
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le GDNF est un facteur neurotro-
phique aux applications cliniques
potentielles dans le cadre d’affec-
tions neurodégénératives, en particu-
lier la maladie de Parkinson [28] et
la sclérose latérale amyotrophique
(m/sn°4, vol. 12, p. 544) [29].

Durant I’embryogenése, le GDNF est
exprimé dans les cordons néphro-
genes, I'intestin primitif et les poches
entobranchiales [3-5, 30]. A des
stades plus tardifs le transcrit est
détectable dans le blastéme métané-
phrogéne, le mésenchyme de
I’ensemble du tractus digestif, les
bourgeons des membres et dans les
régions ventrales du mésencéphale et
du rhombencéphale [3-5, 30]. Le
GDNF pourrait-il étre plus qu’'un fac-
teur neurotrophique comme le sug-
gere son profil d’expression? Le
bien-fondé de cette supposition a été
confirmé par trois équipes qui, indé-

pendamment, ont introduit par
mutagenése ciblée une mutation
nulle dans le géne Gadnf [3-5]. De
maniére surprenante, 30 % a 40 %
des souris hétérozygotes (Gdnf*~) ont
de graves malformations rénales
(Tableau I). Les animaux homozy-
gotes (Gdnf~-) meurent au cours de
la premiére journée post-natale. Ces
souris Gdnf~/- présentent dans la
majorité des cas une agénésie rénale
bilatérale consécutive a I'incapacité
du bourgeon urétéral de se former
correctement [4]. D’autre part, les
ganglions intramuraux de !’intestin
sont absents, et le SNE de I’estomac
est, soit manquant, soit hypoplasique
[3-5]. Le GCS est présent, mais le
nombre de neurones est réduit
d’environ un tiers [3, 5]. Le nombre
de motoneurones du noyau moteur
du trijumeau et de la moelle lom-
baire et celui de différents types de
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ganglions sensitifs est aussi significati-
vement diminué (Tableau I) [3, 5]. En
revanche, les neurones dopaminer-
giques du locus niger et les neurones
noradrénergiques du locus cceruleus
ne semblent pas affectés [3, 5]. Au vu
de ces données nous sommes fondés
a conclure que le GDNF est un des
facteurs inducteurs sécrété par le
blastéme métanéphrogene dont la
présence est indispensable a la crois-
sance et a I'arborisation du bourgeon
urétéral. Par ailleurs, il est vraisem-
blable que le GDNF exerce au cours
du développement une activité tro-
phique sur différentes populations
de neurones, en particulier sur les
cellules de la créte neurale vagale
lors de leur colonisation de l'intestin
embryonnaire.

Quel récepteur pour le GDNF?

Les récepteurs des membres de la
famille TGF-B constituent une famille
de récepteurs transmembranaires
avec un domaine sérine/thréonine
kinase intracytoplasmique [31]. 1l
était donc a priori logique d’inférer
que le récepteur GDNF put apparte-
nir a cette famille. Mais les a priori
sont fondés sur des modeéles faillibles,
et la réponse s’avere différente.
Grace aux criblages de banques
d’expression avec du GDNF marqué
a 'iode 125, deux groupes [6, 7] ont
cloné un ADNc codant pour une pro-
téine liant le GDNF avec une forte
affinité (Kd compris entre 2,0 x 10-'2
M et 6,0 x 10-'"" M). Cette protéine
dénommée GDNFRo comprend
465 acides aminés chez ’homme [7]
et est liée a la membrane plasmique
par une ancre GPI (glycosyl phospha-
tidyl inositol (voir figure 1). Le géne
GDNFR-0. est exprimé au cours de
I'ontogenése de nombreux organes
dont le rein et le tube digestif [6].
L’absence de domaine intracytoplas-
mique capable de transmettre un
signal dans la cellule indiquait que le
GDNFR-a était un des partenaires
d’'un complexe multiprotéique encore
incomplétement caractérisé. L’expres-
sion en temps et lieux du GDNF dans
les tissus en voie de formation et
censés exprimer le ligand de RET,
mais surtout I’étonnante similitude
entre le phénotype des souris Gdnf’-
et Ret /- (Tableau I) suggéraient que
m/s n°12, vol.12, décembre 96

GDNFR-o

GDNFR-a

a=

Signal

Figure 1. Formation du complexe comprenant GDNF, GDNFR-o. et RET.
(D’aprés [7].) Le premier événement déclenchant la formation du complexe
capable de transmettre le signal serait la fixation du GDNF dimérique sur le
co-récepteur GDNFR-o. Dans la mesure ou il n'a pas été montré de maniere
formelle que le GDNF puisse induire la dimérisation de GDNFR-c., il n‘est pas
exclu que les deux espéces de GDNFR-a (monomérique et dimérique) exis-
tent en équilibre a la surface de la cellule. Cette alternative a été figurée sur
le schéma. Le deuxieme événement serait I'induction de I’homodimérisation
de RET consécutive a l'interaction de deux monomeéres RET avec le com-
plexe GDNF/GDFNR-c.. La dimérisation de RET conditionnerait I'activation de
la tyrosine kinase et la transmission du signal qui en découle.

RET put étre un autre élément du
puzzle. Cette hypothése a été testée
et validée par quatre des groupes
dont nous décrivons ici les travaux
[1, 2, 6, 7]. En effet, RET lie le GDNF
et cette fixation active la tyrosine
kinase. En outre, le GDNF stimule la
prolifération de fibroblastes synthéti-
sant RET de maniére exogene [1],
induit la formation dépendante de
RET de mésoderme dans une struc-
ture a devenir épithélial de la blas-
tula de Xénope [2], et promeut la
croissance axonale de neuroblastes
présents dans des explants uro-géni-
taux embryonnaires murins mais non
dans le méme type d’explant prélevé
chez des souris Ret™~ [2].

Si le GDNF se lie a RET, quel est le
role du GDNFR-a? En fait, I’élimina-
tion du GDNFR-o de la surface des
cellules par action d’une phospholi-
pase, prévient 'activation de RET par
le GDNF [6, 7]. D’autre part, I’ajout
de GDNFR-a soluble au GDNF
potentialise 'autophosphorylation de

RET. Finalement, des expériences
d’'immunoprécipitation réalisées
apres pontage covalent des protéines
de surface révélent I’existence de dif-
férents complexes composés de
GDNF, GDNFR-o. et RET [6, 7]. Il
apparait donc probable (le condi-
tionnel est de mise car il existe cer-
taines contradictions entre les
articles, voir [1] et [6, 7]) que la liai-
son et l'activation de RET par le
GDNF nécessitent la présence du
GDNFR-o. Dans des conditions phy-
siologiques la dimérisation des RTK,
dont RET, est requise pour I'activa-
tion de la tyrosine kinase. Par consé-
quent, la steechiométrie du complexe
capable de transmettre le signal
pourrait étre: un dimere de GDNF,
deux molécules de GDNFR-o et deux
molécules de RET (figure 1). Si tel
était le cas, la nature de ce complexe
serait proche de ceux déja connus et
impliqués dans la réception de
I'interleukine 6 et du CNTF (ciliary
neurotrophic factor) [32].
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Epilogue

La pertinence expérimentale de ces
résultats est incontestable, et la
double propriété trophique et induc-
trice postulée pour le ligand de RET
est imputable au GDNF. Il reste
cependant des lacunes, certaines
incohérences et des données prélimi-
naires qui font penser que le sujet
n’est pas clos et recele des surprises
dont, a n’en pas douter, de futures
synthéses dans médecine/sciences.
feront I'objet.

En premier lieu, le role de RET dans
les motoneurones et les neurones spi-
naux embryonnaires ainsi que son
expression et sa fonction dans I’encé-
phale adulte sont des questions
encore mal étudiées. Différentes
approches, dont I'invalidation ciblée
a certaines structures nerveuses du
géne RET grace au systeme de recom-
binaison spécifique Cre-loxP [33, 34],
sont envisageables pour répondre a
quelques-unes de ces interrogations.
D’autre part, il est plausible que RET,
comme les RTK de la famille Trk
[35], ait plus d’'un ligand. Une telle
éventualité permettrait d’expliquer
pourquoi les animaux Gdnf”~ ont une
réduction partielle du GCS comparés
aux souris Ret~ (Tableaul). Cette
hypothese est étayée par la caractéri-
sation récente de deux nouveaux fac-
teurs neurotrophiques, nommées
persefine et neurturine, et dont la
séquence en acides aminés est tres
proche de celle du GDNF [36].

En deuxiéme lieu, il reste a étudier si
le GDNF assure uniquement la survie
des neurones entériques, ou s’il est
impliqué plus largement dans la pro-
lifération et la différenciation de ces
cellules. Par ailleurs, I’absence de
GDNF ne semble pas altérer le déve-
loppement des neurones dopaminer-
giques de la substantia nigra. Si
durant I’embryogeneése le GDNF n’est
pas un facteur limitant pour cette
classe de neurones, d’autres molé-
cules aux propriétés analogues peu-
vent probablement exercer un tel
effet trophique. Quelles sont-elles?
Notons que trois membres de la
famille TGF-B sont capables de préve-
nir la dégénérescence des neurones
dopaminergiques [37, 38]. Finale-
ment, des mutations du géne RET ont

s ¢té identifiées dans 50 % des formes
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familiales de maladie de Hirschs-
prung (en prenant en compte les
formes autosomique dominante et
autosomique récessive) et dans 15 a
20 % des cas sporadiques. Les muta-
tions dans d’autres génes comme
ceux codant pour I’endothéline 3 et
le récepteur béta des endothélines
sont probablement responsables d’un
petit nombre de cas de Hirschsprung
[39], ce qui suggere I'existence d’un
ou plusieurs autres locus de prédispo-
sition. Les génes GDNF et GDNFR-o
constituent donc d’excellents candi-
dats pour la maladie de Hirschs-
prung, ainsi que pour les formes
familiales d’agénésie rénale M
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