LITHIASE RENALE ET TUBULOPATHIE COMPLEXE :
LE PARADIGME DE LA MALADIE DE DENT
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La maladie lithiasique rénale représente un probleme de santé publique
majeur. Elle affecte pres de 12 p. 100 des hommes et 5 p. 100 des femmes arrivés
a I’age de 70 ans, et peut se compliquer de néphrocalcinose et d’insuffisance
rénale terminale [1]. Bien que la lithiase rénale soit une maladie familiale asso-
ciée a une hypercalciurie dans plus de la moitié des cas [2], les bases moléculaires
de la néphrolithiase héréditaire sont longtemps restées méconnues. Récemment,
des études génétiques ont permis de mieux connaitre la physiopathologie des
prédispositions a la lithiase rénale, et partant, d’envisager de nouvelles approches
thérapeutiques.

Trois maladies familiales caractérisées par une néphrolithiase hypercalciurique
liée au chromosome X — la néphrolithiase récessive liée a 1’X, le rachitisme hypo-
phosphatémique récessif li€ a I’X et la protéinurie de bas poids moléculaire (BPM)
familiale idiopathique japonaise — ont été rassemblées sous le méme vocable de
« maladie de Dent » [3]. Cette maladie se caractérise par une dysfonction du tube
proximal (TP), associant invariablement une protéinurie de BPM a une hyper-
calciurie. Les autres manifestations biologiques et cliniques de cette tubulopathie,
a savoir amino-acidurie, glycosurie, hyperuricosurie, phosphaturie, néphrocalci-
nose, néphrolithiase, hématurie et insuffisance rénale, se retrouvent de fagon varia-
ble d’un patient a I'autre [4]. L’analyse de liaison, orientée par la sélection de
genes candidats situés sur le chromosome X, a permis d’identifier des mutations
inactivatrices des geénes CLCNS (Xp11.22) et OCRLI (Xq26.1) chez les patients
atteints de la maladie de Dent [3, 5]. Le produit du géne CLCNS5 est le canal CIC-5,
un membre de la famille CLC des canaux chlorure voltage-dépendants [6], tandis
que le géne OCRLI code I’enzyme phospho-inositide (4,5) bisphosphate (PIP,)
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5-phosphatase qui régule le niveau d’expression d’un lipide membranaire signa-
1étique [7].

Dans la présente revue, nous résumons les principales études moléculaires ayant
permis de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie de Dent, en tant
que paradigme des tubulopathies complexes. Ces études montrent, en particulier,
le rdle crucial du canal chlorure CIC-5 dans le trafic vésiculaire au pole apical des
cellules épithéliales tubulaires rénales, affectant ’homéostasie des protéines, du
calcium et des protons.

DISTRIBUTION DE CIC-5 ET PHENOTYPE TUBULAIRE
COMPLEXE DE LA MALADIE DE DENT

Le gene CLCNS appartient a la famille CLC des canaux CI- voltage-dépendants
dont neuf membres ont été identifi€s chez les mammiferes [8]. Ces transporteurs
sont importants pour le contrdle de 1’excitabilité membranaire, le transport trans-
épithélial, et probablement la régulation du volume cellulaire. Le géne CLCNS est
exprimé de facon prédominante dans le rein, mais aussi dans le foie, la prostate,
les surrénales et la thyroide [9, 10]. CIC-5, une protéine de 746 acides aminés
comportant 18 segments trans-membranaires, induit un courant CI- rectificateur
sortant lorsqu’il est exprimé dans un systeme d’expression hétérologue. Ce courant
est fortement réduit, voire aboli, par les mutations causant la maladie de Dent qui
entrainent une perte de fonction et/ou d’expression de la protéine CIC-5 a la mem-
brane plasmique [3, 6, 11].

L’analyse par immunoblotting de reins humains identifie CIC-5 comme une
large bande glycosylée de = 80 kDa. En immunohistochimie, CIC-5 est détecté
dans les cellules épithéliales du TP, de la branche ascendante épaisse de 1’anse de
Henlé et dans les cellules intercalaires (CI) du canal collecteur (CC) [12]. Le frac-
tionnement sub-cellulaire analytique de rein humain montre que C1C-5 co-distribue
avec la pompe a protons vacuolaire (V-ATPase), ainsi qu’avec un marqueur des
endosomes précoces, Rab5a [13]. Les études expérimentales sur rein de souris
confirment que CIC-5 co-distribue dans des vésicules apicales des cellules du TP
avec des traceurs endocytaires, la 3,-microglobuline ou la peroxydase de raifort [14,
15]. Dans les cellules dérivées du rein d’opossum (OK) ou de porc (LLC-PK1),
deux modeles in vitro du TP, I’analyse en microscopie confocale confirme que
CIC-5 est associ€ a des vésicules qui participent a I’endocytose [12, 16].

Ces travaux ont établi un premier lien entre la distribution de CIC-5 dans divers
segments du néphron et le phénotype complexe de la maladie de Dent. D une part,
la perte fonctionnelle de CIC-5 dans les endosomes du TP pourrait altérer le trafic
vésiculaire, et par 12 non seulement inhiber la réabsorption des protéines de BPM,
mais aussi perturber le contingent de transporteurs apicaux et générer ainsi une
dysfonction cellulaire généralisée [12, 14]. D’autre part, I’absence de CIC-5 dans
la branche ascendante €paisse de 1’anse de Henlé, site majeur de la réabsorption
contrdlée du Ca** et de la genese du gradient cortico-papillaire, pourrait rendre
compte de I’hypercalciurie et du déficit de pouvoir de concentration urinaire
observés dans cette maladie [4]. Enfin, la dysfonction de CIC-5 dans les CI de
type o expliquerait le déficit d’acidification urinaire retrouvé chez la moitié des
patients [17].
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CO-DISTRIBUTION DE CIC-5 .
ET DE LA V-ATPase DURANT LA NEPHROGENESE
ET DANS LE REIN MATURE

Les manifestations cliniques de la maladie de Dent apparaissent souvent durant
I’enfance. Qui plus est, ’apparition d’une protéinurie de BPM des les premiers
mois de vie chez certains patients suggere que la distribution segmentaire rénale
du CIC-5 est acquise a la naissance [18]. Ces observations nous ont incités a explo-
rer I’ontogénie de CIC-5, sa maturation et sa co-distribution segmentaire avec les
différentes sous-unités de la V-ATPase durant la néphrogenése murine et humaine
[19]. Chez la souris, I’expression de CIC-5 se caractérise par une induction rapide
a un stade précoce de la néphrogenese, suivie par une maturation progressive
durant la néphrogenese tardive. La co-distribution de CIC-5 et des sous-unités
ubiquitaires de la V-ATPase dans les cellules tubulaires proximales est acquise
des le stade embryonnaire E15.5 [19]. Au contraire, les sous-unités de la V-ATPase
spécifiques des CI apparaissent tardivement dans certaines cellules du CC, ou elles
co-localisent avec CIC-5 [20]. Chez ’homme, CIC-5 est détecté a partir du second
trimestre, d’abord dans les cellules du TP, puis dans les CI [19]. Ces résultats
confortent d’autres observations montrant que I’expression apicale des compo-
sants de la bordure en brosse, et plus particulierement du systtme mégaline-
cubiline, coincide avec le début de la filtration glomérulaire [21]. La co-expression
de CIC-5 et de la V-ATPase dans les cellules du TP des le début de la filtration
glomérulaire renforce le concept d’une maturation progressive de la fonction tubu-
laire rénale [22], et rend compte des variants phénotypiques précoces de la maladie
de Dent.

Dans le rein humain mature, CIC-5 co-distribue avec la V-ATPase dans les
cellules tubulaires proximales et intercalaires [12]. L’analyse histologique de
huit biopsies rénales de patients atteints de la maladie de Dent, chez lesquels
une mutation du géene CLCNS avait été documentée [13], a permis de mieux
apprécier les conséquences de la perte fonctionnelle de CIC-5. Ces reins avaient
une architecture rénale soit normale, soit anormale (glomérulosclérose, dédif-
férentiation tubulaire ou fibrose interstitielle modérée). Des dépots calcifiés ont
néanmoins été identifiés dans toutes les biopsies au niveau de la lumiere de
I’anse de Henlé. Malgré la dysfonction du TP, aucune anomalie ultrastructurelle
des cellules du TP ou de I’appareil endocytaire n’a été mise en €vidence. Cepen-
dant, I’examen immunohistochimique des cellules tubulaires proximales a révélé
une localisation baso-latérale inattendue de la V-ATPase, contrastant avec sa
polarisation apicale dans le rein normal. Cette inversion de polarité était spé-
cifique, n’affectant ni la distribution apicale de I’aminopeptidase et de la méga-
line, ni la restriction basolatérale de la Na*/K*-ATPase. Dans les CI de type 0.,
I’expression apicale de la V-ATPase était perdue. Ces modifications de polarité
et/ou d’expression de la V-ATPase suggerent I’existence d’interactions étroites
entre cette derniere et le domaine C-terminal de CIC-5, qui pourraient étre
essentielles pour I’orientation correcte et la stabilité de cette pompe [13]. Ces
données illustrent 1’importance des interactions moléculaires impliquant le
CIC-5 et proposent une explication physiopathologique du phénotype d’acidose
tubulaire [17].
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CARACTERISATION D’UN MODELE MURIN
DE LA MALADIE DE DENT

L’étude d’un modele murin invalidé (knock-out, KO) pour le gene Clcn5 par
recombinaison homologue de 1’exon 6 nous a permis de mieux comprendre le role
du CIC-5 dans la physiopathologie de la maladie de Dent [23]. Les souris ClcnS
KO sont viables et ont une croissance et une survie normales. En revanche, ces
animaux développent invariablement une tubulopathie sévere qui inclut protéinurie
de BPM, amino-acidurie, glycosurie, phosphaturie, polyurie (fig. 1a et b). Ces sou-
ris présentent en outre une hypercalciurie et une néphrocalcinose, évoluant pro-
gressivement vers 1’insuffisance rénale [24].

Les protéines de BPM (< 70 kDa) ultrafiltrées par le glomérule sont réabsorbées
par le processus d’endocytose médiée par récepteurs au niveau des cellules tubu-
laires proximales, dans lesquelles CIC-5 est présent au niveau des endosomes pré-
coces [12, 14]. Nous avons cherché & mieux comprendre ce processus en injectant
les souris avec de la peroxydase de raifort, un traceur endocytaire ultrafiltré et
réabsorbé par le TP. L’analyse en cytochimie a montré un déficit sévere de 1’endo-
cytose apicale au niveau du TP des souris Clcn5 KO : la peroxydase liée a la bor-
dure en brosse n’y était pratiquement pas transférée vers les vésicules endocytaires
(fig. Ic et d) [23]. Ces données, qui ont été essentiellement confirmées dans un
autre modele murin [25], démontrent que 1’invalidation du géne Clcn5 chez la sou-
ris entralne une perturbation majeure de la fonction endocytaire du TP, rendant
compte de la protéinurie de BPM observée de facon constante chez les patients
atteints de la maladie de Dent.

INVALIDATION DE CIC-5 ET DEFICIT DU TRAFIC
INTRACELLULAIRE DANS LE TUBE PROXIMAL

L’endocytose des protéines de BPM implique les récepteurs multiligands, méga-
line et cubiline, qui sont abondamment exprimés dans la bordure en brosse du TP
[21]. Ces récepteurs interagissent avec différents ligands spécifiques présents dans
I’ultrafiltrat, et sont rassemblés et internalisés au niveau de régions spécialisées
(coated pits) de 1a membrane apicale des cellules du TP. L’invalidation du gene
codant pour la mégaline chez la souris [26], ainsi que la perte fonctionnelle de la
cubiline chez des patients atteints de la maladie d’Imerslund-Grasbeck (mutations
du géne CUBN) [27], sont toutes deux associées a une protéinurie de BPM sévere.

Apres séquestration dans des coated vesicles, la progression des complexes
récepteur/ligand le long de 1’appareil endocytaire dépend de 1’acidification endoso-
male par la V-ATPase [28]. Des lors, le déficit d’endocytose associé au dysfonc-
tionnement de CIC-5 dans la maladie de Dent [3] et la souris Clcn5 KO [23, 25] a
été attribué a un déficit d’acidification endosomale secondaire a la perte de la per-
méabilité au CI (fig. 2). Cette hypothese reste néanmoins controversée, d’autant
que divers agents pharmacologiques inhibant I’acidification vacuolaire n’affectent
pas le taux de capture endocytaire, mais bouleversent le recyclage vésiculaire et
arrétent le transfert aux lysosomes [15]. Il est donc concevable qu’une perte de
CIC-5 induise une altération plus spécifique de la voie endocytaire, touchant sélec-
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V-ATPase CIC-5

NHE3

H+

FI1G. 2. — Partenaires de I’acidification endosomale.

L’acidification endosomale est générée par la H*-ATPase vacuolaire (ou V-ATPase), une
pompe qui assure le transport actif de protons du cytosol vers 1’endosome, couplé a la
consommation d’ATP. La charge électrique positive est neutralisée, soit par une fuite de
cations (H*, K*), soit par un transfert parallele de Cl™ via le canal chlorure CIC-5, et
possiblement d’autres canaux anioniques. Deux groupes ont récemment démontré que,
dans certaines conditions expérimentales, CIC-5 permet un échange H*/C1- [36, 37]. Par
ailleurs, 1’échangeur Na*/H*, NHE3, participe a 1’acidification endosomale. (D’apres
Marshansky V, Ansiello DA, Brown D. Physiological importance of endosomal acidifi-
cation : potential role in proximal tubulopathies. Curr Opin Nephrol Hypertens, 2002 ;
11: 527-537.)

tivement les récepteurs mégaline et cubiline. En effet, I’étude détaillée des souris
Clcn5 KO a mis en évidence une diminution significative du contenu rénal total en
mégaline et cubiline, ainsi que leur disparition sélective de la bordure en brosse des
cellules du TP (fig. 3a). Ce déficit explique la perte urinaire importante des ligands
de ces récepteurs, incluant des enzymes lysosomiaux (voir fig. 1b). En outre, le
processing des protéines « endocytées » apparait ralenti dans les reins des souris
Clcn5 KO (voir fig. 1d). L’ensemble de ces observations permet de conclure que
la perte fonctionnelle de CIC-5 provoque une perte sélective de la mégaline et de
la cubiline a la bordure en brosse des cellules du TP, reflétant une anomalie géné-
ralisée du trafic intracellulaire dans ces cellules [15] (fig. 3b).

DEFICIT DE L’ENDOCYTOSE APICALE
ET HYPERCALCIURIE

Parmi les protéines de BPM filtrées par le glomérule et réabsorbées par endo-
cytose au niveau du TP, I’on retrouve des complexes protéines porteuses/vitamines,
tels que la DBP/vitamine D, RBP/rétinol, transcobalamine/vitamine B12 [29].
Apres internalisation via le systéme mégaline/cubiline, ces complexes sont méta-
bolisés le long de la voie endocytaire, avec dégradation des protéines porteuses et
stockage, sécrétion ou activation des vitamines. La perte fonctionnelle de CIC-5
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3,0

Endosomes Bordure en brosse | Défaut généralisé du trafic intracellulaire :

— Perte de mégaline et cubiline (R)
a la bordure en brosse
— Accumulation des R dans les vésicules
sub-apicales
— Diminution du contenu rénal total en R
— Ralentissement du processus endocytaire
— Excrétion urinaire d’enzymes lysosomiaux

Distribution de la cubiline
C/Ci

+ Inversion de polarité de la V-ATPase
(patients Dent)

0,0

12 3 4 5 6 7 8 9 10
Fractions
FiG. 3. — Invalidation de CIC-5 et dysfonction tubulaire proximale généralisée.
A. Distribution de la cubiline dans les reins de souris ClenS Y/— vs Y/+ (fractionnement
sub-cellulaire analytique). Dans les reins contrdles, la cubiline se retrouve dans les frac-
tions endosomales (fractions # 1-3) et dans la bordure en brosse (fractions # 7-9). L’inva-
lidation de CIC-5 entraine une re-distribution de la cubiline vers les endosomes, avec

perte d’expression a la bordure en brosse. B. Résumé du déficit de trafic intracellulaire
dans le TP observé chez la souris Clcn5 KO. D’apres [13] et [15].

entraine une excrétion urinaire accrue de complexes transporteur/vitamine, parti-
culierement pour la 25 (OH)D,, ou pro-vitamine D (voir fig. 1b). De maniere para-
doxale, les patients atteints de maladie de Dent [17], ainsi que les souris invalidées
pour Clcn5 [30], présentent une concentration plasmatique augmentée en 1,25 (OH),
vitamine D,. L’explication de ce paradoxe est complexe et fait intervenir la para-
thormone (PTH). Celle-ci est librement filtrée par le glomérule, et rapidement
dégradée par endocytose médiée par la mégaline dans le TP [31]. Le déficit endo-
cytaire di a I’inactivation de C1C-5 maintient une concentration €levée en PTH au
pole apical des cellules du TP ou elle stimule son récepteur. Cette stimulation
induit la transcription accrue de la 1o-hydroxylase mitochondriale, qui active la
25 (OH)D, en 1,25 (OH),D, [6]. La balance entre la perte urinaire du substrat
25 (OH)D; et I'induction de la 1a-hydroxylase mitochondriale, entraine une pro-
duction variable de la forme active 1,25 (OH), vitamine D,. Ceci explique sans
doute la différence de sévérité de 1’hypercalciurie observée chez les patients [4],
ainsi qu’entre les modeles murins de maladie de Dent [23, 25]. A noter enfin, que
I’hypercalciurie observée chez les souris Clcn5 KO apparait étre principalement
d’origine osseuse et rénale, et non intestinale, impliquant éventuellement la branche
épaisse de I’anse de Henlé [30].

Ces observations démontrent ’existence d’un déficit sévere de 1’homéostasie
du Ca** chez les patients atteints de la maladie de Dent, pouvant rendre compte
de I’hypercalciurie et de leur prédisposition a la lithiase rénale. Des travaux récents
proposent des pistes pour y remédier. Ainsi, chez la souris, un traitement préventif
a base de citrate permet de ralentir la progression de 1’insuffisance rénale [24].
Chez les patients atteints de la maladie de Dent, la réponse hypocalciurique aux
thiazides est par ailleurs préservée [32].
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RELATION STRUCTURE-FONCTION

L’analyse biophysique de CIC-0, le premier isoforme de la famille CLC, avait
conduit a proposer un modele en « double tonneau », dans lequel deux protéines
identiques, possédant chacune un pore, s’associent dans la membrane [33]. L’ana-
lyse cristallographique aux rayons X de deux homologues CLC bactériens a
confirmé que les protéines CLC s’associent sous forme d’homodimeres avec une
configuration en « double tonneau » [34]. Chaque sous-unité possede son propre
pore et 18 hélices o enchassées dans la membrane plasmique selon une orientation
anti-parallele qui rapproche les résidus responsables de la sélectivité du pore [8].
A partir de ce modele, I’analyse de la distribution de 15 mutations faux sens a
montré qu’aucune de celles-ci ne concernait la sélectivité du pore, mais que la
majorité des mutations (12/15) intéressait des résidus situés a 1’interface de
I’homodimere [35]. A Davenir, I’évaluation des conséquences fonctionnelles
d’autres mutations pathogeénes permettra sans doute de mieux définir le rdle de
certains domaines de CIC-5, tels les motifs C-terminaux d’internalisation, d’ubi-
quitinylation et de contrdle allostérique, sur sa fonction ou son trafic intracellulaire
[11].

Par ailleurs, deux groupes indépendants ont récemment rapporté que les iso-
formes CIC-5 et CIC-4 fonctionnaient comme des échangeurs H*/Cl~ voltage-
dépendants [36, 37]. De tels échangeurs pourraient contribuer a faciliter 1’acidifi-
cation vésiculaire, en couplant les gradients de Cl™ au gradient de pH. Néanmoins,
ces travaux relancent la discussion quant au rdle de CIC-5 dans la conductance
anionique nécessaire a 1’acidification endosomale par la V-ATPase (voir fig. 2).
Une étude préliminaire du groupe de T.J. Jentsch a montré, in vitro, un déficit
d’acidification des vésicules endocytaires isolées de souris Clcn5 KO [38]. Cepen-
dant, ces vésicules n’avaient pas été clairement identifiées comme endosomes pré-
coces, d’autant que le déreglement du trafic intracellulaire pourrait perturber leur
isolement, et contaminer la préparation d’organelles non endocytaires. Le groupe
de A. Verkman a rapporté un déficit modéré d’acidification, limité aux endosomes
précoces, dans des cultures primaires de cellules tubulaires proximales isolées de
souris Clcn5 KO [39]. Ces auteurs postulent néanmoins 1’existence de canaux CI-
autres que CIC-5 dans la membrane endosomale, ainsi que des acteurs cellulaires
propres a la cellule du TP, pour expliquer le mécanisme de 1’acidification endo-
somale. Enfin, dans une approche in vivo couplée au fractionnement sub-cellulaire
permettant d’isoler formellement la fraction endosomale rénale précoce, nous
n’avons pas retrouvé de différence d’acidification entre les souris Clcn5 KO et
contrdles [40]. Le role précis de CIC-5 dans la fonction endosomale reste donc
largement débattu.

HETEROGENEITE GENETIQUE DE LA MALADIE DE DENT

A ce jour, prés de 75 mutations du géne CLCN5 (Xp11.22) ont été rapportées
dans plus de 100 familles atteintes de la maladie de Dent [11, 41]. Ces mutations
sont de différents types : faux sens, non sens, décalage du cadre de lecture ou modi-
fication de I’épissage alternatif du messager CLCN35, insertion ou microdélétion
de nucléotides (http://www.hgmd.cf.ac.uk/hgmd0.html). Les conséquences fonc-



PARADIGME DE LA MALADIE DE DENT 113

tionnelles de ces mutations sur I’activité du canal CIC-5 sont diverses : modifica-
tion de la cinétique du courant CI-, perte de sélectivité ionique, perturbation de
I’homodimérisation, ou déficit de trafic intracellulaire [3, 11, 35]. Des travaux
récents ont démontré que la structure correcte de CIC-5, ainsi que son orientation
membranaire, est non seulement nécessaire a la fonction de CIC-5 mais aussi a sa
sortie du Golgi [11]. L’étude de mutations impliquant les extrémités N- et C-ter-
minales de CIC-5 a mis en évidence I’importance de séquences-motifs, telles que
les domaines CBS et PY-like, pour le trafic intracellulaire correct des canaux CIC
[42]. A I’heure actuelle, il est difficile d’établir une relation génotype-phénotype
claire dans la maladie de Dent, d’autant plus que certaines mutations de CLCN5
entrainent, au sein de la méme famille, un phénotype de sévérité variable [4]. 11
serait des lors utile de classer les mutations pathogenes de CLCN5 selon leur effet
sur I’expression, la maturation et la distribution de CIC-5, a I'instar des classifi-
cations proposées dans d’autres maladies comme la mucoviscidose [43] ou le syn-
drome de Gitelman [44].

Par ailleurs, le groupe de S. Scheinman a récemment rapporté une large série
de 32 familles répondant aux criteres stricts de la maladie de Dent, dans laquelle
13 patients étaient exempts de mutation du gene CLCN5 [41]. Parmi ces 13 familles,
I’analyse de liaison autour des loci Xq25 — Xq27, orientée vers certains genes can-
didats (CLCN4, SLC9A6, OCRLI), a permis d’identifier 5 mutations du gene
OCRLI [5]. Ce gene, localisé au niveau du chromosome Xq26.1, code I’enzyme
PIP, 5-phosphatase, déficient dans le syndrome oculo-cérébro-rénal de Lowe
(OCRL) [7]. Par son activité d’hydrolyse enzymatique du PI(4,5)P, en PI(4)P, la
protéine OCRLI1 contr6le la concentration relative de ces 2 phospho-inositides
signalétiques, et participerait ainsi a la régulation du trafic membranaire réciproque
entre les endosomes précoces et I’appareil de Golgi trans [45]. D autres 5-phos-
phatases, telles que la synaptojanine de type 1 dans les neurones, contrdlent en
effet les stades précoces de la formation des vésicules endocytaires [46]. En outre,
OCRLI interviendrait dans la régulation dynamique du cytosquelette d’actine [7].
Le syndrome OCRL, causé par mutation du gene OCRLI, se caractérise par 1’asso-
ciation d’une tubulopathie proximale de type Fanconi, d’une cataracte bilatérale
congénitale et d’un retard mental sévere. Les mutations pathogenes du geéne
OCRLI entrainent une perte de I’activité 5S-phosphatase et/ou une instabilité accrue
de la protéine (http://research.nhgri.nih.gov/lowe/). De facon intéressante, les
mutations inactivatrices d’OCRLI décrites chez les patients atteints de la maladie
de Dent, n’avaient jamais été associ€es au syndrome OCRL [5]. Pas plus que les
autres patients atteints de la maladie de Dent, les cinq patients porteurs d’une muta-
tion du géne OCRLI ne présentaient atteinte oculaire ou déficit mental. Le role
potentiel de la PIP, 5-phosphatase dans la physiopathologie du déficit endocytaire
du TP, retrouvé et dans la maladie de Dent et dans le syndrome OCRL, reste a
élucider.

In fine, I’absence de mutation dans les génes CLCNS5 et OCRLI chez les huit
patients restants de la série décrite supra suggere qu’au moins un 3¢ géne est impli-
qué dans la maladie de Dent [5]. Ce geéne coderait a priori pour un partenaire direct
ou indirect de CIC-5. Par exemple, une relation fonctionnelle entre le domaine
C-terminal de CIC-5 avec la cofiline, une protéine impliquée dans la dépolyméri-
sation de I’actine au voisinage direct des endosomes, a été documentée in vitro
[47]. Cette interaction pourrait étre déterminante dans la capture de I’albumine par
les cellules tubulaires proximales.
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DEVELOPPEMENTS RECENTS

A coté de son role crucial dans I’endocytose médiée par récepteurs de la cellule
du TP, CIC-5 a été récemment impliqué dans I’adaptation cellulaire a 1’hyper-
tonicité au niveau de la branche ascendante épaisse de 1’anse de Henlé, ainsi que
dans le fonctionnement de la glande thyroidienne. Les cellules de la branche
épaisse de ’anse de Henlé participent a I’homéostasie du Ca** et a la balance
hydro-sodée. Des études récentes, tant in vivo qu’in vitro, ont démontré que
I’hypertonicité de la médulla induit une augmentation d’expression de CIC-5, aux
niveaux transcriptionnel et protéique [48]. Ces données suggerent que CIC-5 inter-
vient dans 1’adaptation cellulaire a un environnement hypertonique en préservant
une activité endocytaire et un trafic cellulaire corrects.

D’autre part, le canal CIC-5 a été localisé au pole apical des cellules épithéliales
bordant certains follicules thyroidiens [10]. Les souris invalidées pour le gene
Clcn5, bien qu’euthyroidiennes, développent un goitre caractérisé par une accu-
mulation de thyroglobuline et d’iodure. Ce phénotype s’expliquerait par un ralen-
tissement de l’efflux apical d’iodure dii a une diminution d’expression de
I’échangeur d’anions I/CI-, pendrine [10].

Enfin, la perte fonctionnelle de CIC-5 entraine des conséquences cellulaires et
métaboliques plus générales au niveau de la cellule du TP chez les souris Clcn5 KO
et les patients atteints de maladie de Dent [49]. En effet, ’inactivation de CIC-5
provoque une accélération de la prolifération cellulaire et une augmentation du
stress oxydatif dans le TP. Ces modifications sont associées a une surexpression
tubulaire de 1’anhydrase carbonique de type III (ACIII), une isoforme jusque-la
inconnue dans le rein. Ces résultats ont été confirmés dans une biopsie rénale d’un
patient atteint de la maladie de Dent, ainsi que dans un autre modele de dysfonction
tubulaire (souris invalidée pour le géne de la mégaline). Etant donné que 1’ ACIII
est considérée comme un agent protecteur contre le stress oxydatif dans d’autres
organes [50], nous avons exposé des cellules OK a des concentrations croissantes
d’H,0,, et montré que I’expression de I’ACIII est significativement augmentée
dans les cellules traitées par rapport aux contréles. Les caractéristiques biochimi-
ques et structurelles de 1’ ACIII, ainsi que sa régulation dans différents modeles de
dysfonction tubulaire proximale, suggerent que I’ ACIII pourrait protéger les cel-
lules du TP en souffrance contre le stress oxydatif.

CONCLUSION

La maladie de Dent apparait bien aujourd’hui comme le paradigme d’une tubu-
lopathie héréditaire complexe associant syndrome de Fanconi rénal et hyper-
calciurie. La caractérisation de la distribution segmentaire et sub-cellulaire de CIC-5
le long du néphron, ainsi que I’étude systématique d’un modele murin invalidé
pour le gene Clcn5, a permis de proposer de multiples roles de ce transporteur
dans le fonctionnement rénal [6, 51]. Bien plus, ces investigations ont fourni de
nouvelles informations sur I’endocytose apicale du TP, sur le traitement tubulaire
des protéines de BPM et du Ca**, et sur les relations structure-fonction de cette
classe de transporteurs. Enfin, elles ont révélé que la maladie de Dent pouvait
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résulter d’une mutation inactivatrice d’un autre gene, codant pour une enzyme
controlant le niveau d’un régulateur du trafic membranaire, la PI(4,5)P, 5-phosphatase.
On peut espérer que ces nouvelles données permettront de développer de nouvelles
stratégies thérapeutiques spécifiques a la maladie de Dent, aux syndromes de
Fanconi, et a la maladie lithiasique.
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