SIGNALISATION Wnt
DANS LA POLYKYSTOSE RENALE
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Whnt est une famille importante de glycoprotéines sécrétées, qui coordonnent le
développement de tissus multicellulaires et controlent ainsi le modelage des organes
chez les vertébrés [1]. Les Wnt peuvent jouer un role régénérateur dans les cellules
adultes, étant donné qu’elles contrdlent la destinée des cellules souches dans plu-
sieurs tissus [2, 3]. Une régulation anormale de la signalisation Wnt contribue a des
maladies humaines telles que la malformation des membres, les anomalies osseuses
et le cancer, voir [4]. De nombreuses études génétiques et biochimiques ont permis
de déterminer les différentes voies par lesquelles les molécules Wnt remplissent ces
différentes fonctions. Le présent article décrit les principales molécules impliquées
dans la signalisation Wnt, le role de la signalisation Wnt dans le développement
rénal et décrit comment des défauts de la signalisation Wnt peuvent étre a 1’origine
de la polykystose rénale.

Les cascades de signalisation Wnt activent des programmes morphogénétiques qui
vont de la migration et la prolifération cellulaires a la détermination de la destinée
des cellules et au renouvellement des cellules souches. Ces voies permettent aux cel-
lules de répondre a des signaux extracellulaires et d’activer des machineries intracel-
lulaires nécessaires pour organiser les tissus et construire des organes tels que le rein.
Des travaux récents ont mis en évidence une relation inattendue entre la signalisation
Wht et les ciliopathies. Les ciliopathies sont des maladies pléiotropiques dont la plus
importante est la polykystose rénale. Elles sont causées par des défauts dans les cils
et/ou les centrosomes. Il a été démontré que les protéines impliquées dans les cilio-
pathies, telles que ’inversine et les membres de la famille BBS, sont des antagonistes
de la signalisation Wnt canonique et favorisent 1’orientation des cellules le long d’un
axe de polarité secondaire dans le plan de 1’épithélium. Ces signaux spatiaux peuvent
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étre nécessaires pour organiser la communication cellule-cellule lors de la morpho-
gengse tissulaire tridimensionnelle.

SIGNALISATION Wnt CANONIQUE

La signalisation Wnt canonique requiert des co-récepteurs pour la protéine frizzled
(Fz) et la low-density-lipoprotein-related protein (LRP) (fig. 1). La liaison directe
des Wnt a un domaine CRD riche en cystéine a été mise en évidence pour plusieurs
récepteurs Fz, tels que Fz1/Fz2 chez la drosophile et Fz8 chez la souris, voir [1]. Fz
induit la phosphorylation de la protéine dishevelled (Dsh), qui inhibe le complexe de
dégradation P-caténine constitu¢ d’un complexe APC-Axin-glycogen synthase
kinase 3. La liaison de Wnt conduit en outre a la phosphorylation de LRP6 et au
recrutement de I’axine dans la queue intracellulaire phosphorylée de LRP6 [5].
L’interaction LRP-axine et la phosphorylation de Dsh contribuent a la stabilisation
de la B-caténine cytosolique. La B-caténine accumulée est transloquée dans le noyau
et se complexe avec des facteurs de transcription de la famille LEF/TCF pour activer
I’expression génétique.

? Fj
/ !
wnt5/11 Ds
* / Cad23?
Stbm/Vang
Vangl2 Celsr
*\ GocO
Pk Dsh 4 )
Pk Dvl & » RhoA
Daam
\/ RhoA \/
Dgo Rac Mbs
Diversine/ Rac MLCP
Inversine Drok <&~
* Rock2
Msn *
* Sqgh
MAPK cascade MRLC
JNK *
* Zip MyoVIIA
dJun ; dFos ; ? Myoll
Effecteurs Organisation

du cytosquelette

FiG. 1. — La voie Fz/PCP chez la drosophile (en gras) et chez les vertébrés (en maigre).
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SIGNALISATION Wnt NON CANONIQUE

La signalisation Wnt non canonique (indépendante de la B-caténine) la mieux
caractérisée est la voie de polarité planaire des cellules (PCP). Elle a été étudiée en
particulier chez les mouches, mais de plus en plus de données indiquent qu’elle
joue un rdle critique dans I’organogenéese chez les vertébrés, voir [6-8]. Il existe
trois classes de molécules de signalisation PCP : les protéines PCP en amont fat/
dachsous (Ds), la partie centrale (core) des protéines PCP et les effecteurs PCP
d’aval (fig. 2). Il est estimé que la signalisation PCP est initiée par 1’expression et
par des gradients d’activité de la cassette de protéine Fat/Ds. Ds est exprimée en
gradient dans I’ceil et ’aile de la drosophile. Fat présente une activité graduelle et
est exprimée uniformément dans la plupart des tissus. Par conséquent, il a été sug-
géré que ces deux protéines produisent un signal « amont » a longue portée pour les
core protéines PCP [9]. Le signal déclenche la distribution asymétrique des core
protéines PCP qui comprennent frizzled (Fz), dishevelled (Dsh), flamingo/starry
night (Fmi, Stan), strabismus/Van Gogh (Stbm/Vang), prickle (Pk) et diego (Dgo).
Au moins dans I’aile de drosophile, ceci signifie que Fz, Dsh et Dgo se déplacent
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FiG. 2. — Voies de signalisation de l'inversine. Une cellule épithéliale tubulaire ciliée est
schématisée. Le flux urinaire incline le cil, ce qui entraine une entrée cellulaire de calcium.
Cette augmentation du calcium intracellulaire est amplifiée par la libération des pools cal-
ciques intracellulaires. Elle entraine une augmentation de I’expression de l'inversine qui se
localise dans le centrosome et la membrane plasmique ; I’inversine (Inv) se lie a la protéine
Dishevelled (DSH), ce qui dirige DSH vers la voie d’ubiquitinylation/dégradation dépendant
de APC/C. Les molécules de Wnt interagissent avec les protéines Frizzled et avec de la
famille a 7 domaines transmembranaires et avec le corécepteur de Wnt, LRP5/6. L’induction
de la voie de signalisation canonique Wnt entraine le recrutement de DSH et Frizzled, I’ inhi-
bition de GSK-3f (GSK) et la stabilisation de la 3-caténine (-cat) qui est transloquée vers le
noyau ou elle induit une transcription des genes cibles Wnt, médiée par le TCF. L’inversine
ne modifie pas le recrutement de DSH a la membrane plasmique ou cette molécule joue un
role dans la signalisation Wnt non canonique. Dans 1’aile de la drosophile, Frizzled et
Dishevelled sont présents dans la membrane plasmique distale, alors que strabismus
(Vangl2) et prickle (pk) sont présents dans la membrane plasmique proximale. Flamingo est
localisé dans les deux membranes. MAGI-3, adénylate-guanylate kinase membranaire a orien-
tation inversée ; CBP, cAMP response element binding protein (CREB)-binding protein.



34 M. SIMONS

vers un coté de la cellule (distale), tandis que Pk et Stbm s’accumulent au niveau de
la membrane plasmatique proximale. Fmi est présent sur la membrane plasmatique
antérieure et postérieure et s’engage dans des interactions homophiliques. Des
effecteurs PCP tels qu’inturned (In), fuzzy (Fy) et RhoA réorganisent ensuite le
cytosquelette afin d’assurer une morphogenése cellulaire correcte. Les effets en
aval sur la morphogenése sont variables, tels que I’orientation des poils des ailes, la
rotation ommatidiale et la régulation de I’orientation du fuseau achromatique chez
la mouche. Chez les vertébrés, des voies analogues régulent de nombreux aspects
du développement comprenant une extension convergente (CE) et la fermeture du
tube neural, le développement de 1’oreille interne, 1’orientation des poils chez les
mammiferes et la formation des cils [6].

DEVELOPPEMENT RENAL

La signalisation Wnt canonique induit des changements transcriptionnels qui
commandent la prolifération, le renouvellement des cellules souches et 1’établis-
sement d’une polarité apicale-basolatérale des cellules. La signalisation Wnt non
canonique régule une large gamme de fonctions de cellules et de tissus morpho-
génétiques, tels que 1’extension convergente et la division cellulaire dirigée. Bien
que des données génétiques établissent clairement un role pour les molécules Wnt
dans le développement rénal, on ne sait pas clairement comment ces programmes
de signalisation dirigés par Wnt spécifient le lignage cellulaire, ainsi que le mode-
lage et la croissance de tissu qui comprennent 1’embryogenése rénale.

Morphogenése de branchement

Le rein de mammifeére provient du tissu mésodermique qui est en position ven-
trale par rapport au mésoderme para-axial, et dorsale par rapport au mésoderme
intermédiaire, voir [10, 11]. Le mésoderme intermédiaire forme le canal du pro-
néphros, un tube épithélial qui s’étend dans la direction caudale jusqu’a ce qu’il
atteigne le cloaque. Peu apres qu’il ait atteint le cloaque, le canal du pronéphros
(canal primaire) développe une excroissance, le bourgeon urétéral, qui envahit le
mésenchyme du métanéphros environnant. Le principe de base du développement
rénal est I’interaction réciproque entre deux tissus, le bourgeon urétéral et le
mésenchyme du métanéphros. L’épithélium du bourgeon urétéral envahit le
mésenchyme du métanéphros par I’intermédiaire d’événements coordonnés de
migration et de prolifération cellulaires. L’invasion est stimulée par des facteurs
provenant du mésenchyme et, a son tour, le mésenchyme subit une induction pour
se différencier en épithélium sous I’effet de signaux provenant des cellules de
I’extrémité du bourgeon urétéral. Les cellules subissant la transition mésenchy-
mateuse épithéliale forment finalement les parties proximales du néphron, tandis
que les cellules du bourgeon urétéral forment les parties distales. Au niveau molé-
culaire, les facteurs qui contrélent la croissance du bourgeon urétéral appartiennent
principalement a la voie de signalisation GDNF/Ret. Une vue d’ensemble de
Costantini résume les connaissances actuelles sur les mécanismes cellulaires qui
commandent la morphogenése de branchement du bourgeon urétéral [12].
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Signalisation Wnt dans le développement rénal

Les Wnt font partie des facteurs qui controlent la transition mésenchymateuse-
épithéliale du mésenchyme du métanéphros. Les Wnt transmettent des informa-
tions permissives et instructives pour ce processus. La premiere démonstration
de I’implication des Wnt dans la transition mésenchymateuse épithéliale a été
faite sur des souris déficientes en Wnt4. Ces souris souffrent d’agénésie rénale
parce qu’elles ne peuvent pas subir de transition mésenchymateuse épithéliale
[13]. 11 a été démontré ultérieurement qu’un autre Wnt, Wnt9b, fonctionne en
amont de Wnt4. Wnt9b est exprimé dans le bourgeon urétéral ; il est essentiel
pour la réponse inductrice précoce du mésenchyme du métanéphros, et cause la
condensation de cellules mésenchymateuses [14]. L’activation ectopique de la
cascade de signalisation Wnt est associée a la polykystose rénale. Par exemple,
le ciblage de B-caténine oncogéne vers le rein de souris transgéniques résulte en
une polykystose rénale grave qui affecte tous les segments du néphron [15]. Un
phénotype similaire est généré si la dégradation de la B-caténine est évitée par la
délétion d’APC [16]. Par conséquent, tandis que la signalisation Wnt canonique
semble indispensable pour le développement rénal initial, il apparait que la
signalisation de P-caténine persistante déclenche la formation de kystes a des
stades de développement ultérieurs.

SIGNALISATION Wnt DANS LA POLYKYSTOSE RENALE

Des travaux visant a élucider la pathogenese de la polykystose rénale ont
permis d’apporter de nouvelles connaissances sur les mécanismes cellulaires
requis pour une embryogenese rénale normale. La polykystose rénale est une
ciliopathie, qui est un nouveau type de maladie causée par des défauts des cils et/
ou des centrosomes. Les autres ciliopathies comprennent la néphronophtise, le
syndrome de Bardet-Biedl et le syndrome de Meckel-Gruber. Une caractéristique
commune de ces maladies est que les tissus affectés sont fortement dépendants de
la fonction ciliaire et que les produits du géne déficient sont localisés dans les
cils, les corps basaux ou les centrosomes (complexe CBC) [17]. Les cils sont des
appendices cellulaires constitués d’un axonéme microtubulaire qui est formé par
I’un des deux centrosomes, qui est également appelé corps basal. Les cils peuvent
généralement étre classés dans deux groupes, les cils motiles et les cils sensoriels.
Les cils motiles possédent presque toujours un axonéme 9 + 2 avec une paire de
microtubules centraux. Ils sont souvent nombreux et fonctionnent de maniere a
déplacer des fluides, du mucus ou des molécules telles que des morphogenes sur
des surfaces épithéliales. Les cils sensoriels sont constitués d’un axoneéme 9 + 0.
Il a été suggéré que les cils sensoriels sur les cellules épithéliales rénales ont une
fonction de capteurs mécaniques répondant a 1’inflexion provoquée par le flux
luminal [18]. Le stimulus mécanique conduit a I’entrée de calcium par I’intermé-
diaire de la polycystine 2 qui est un canal calcique [19]. La polycystine 2 est
codée par un des deux génes majeurs mutés dans la polykystose rénale auto-
somale dominante (ADPKD). Les événements cellulaires qui sont déclenchés par
I’augmentation de calcium intracellulaire ne sont pas précisément connus a ce
jour.
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Le lien entre les cils et la voie de signalisation Wnt a été¢ démontré initiale-
ment par des études sur la protéine multidomaine inversine. L’inversine est
mutée dans la néphronophtise de type II [20]. La néphronophtise est une cause
majeure d’insuffisance rénale terminale chez I’enfant. Comme les ciliopathies
typiques, la maladie affecte les tissus ciliés et conduit a une polykystose rénale,
a des défauts d’asymétrie rénale gauche-droite et a une rétinite pigmentaire.
L’inversine posséde une structure de domaine similaire aux protéines PCP
diego et diversin. Ces deux protéines sont constituées de répétitions d’ankyrine
N-terminales et il a été démontré que leurs extrémités C-terminale se lient a
dishevelled. La liaison de dishevelled a I’inversine conduit a une dégradation
par le protéasome de dishevelled cytoplasmique et donc a I’inhibition de la voie
de signalisation Wnt canonique. Cependant, dishevelled associé a la membrane,
nécessaire pour ’activation correcte de la voie Wnt non canonique, n’est pas
soumis a une dégradation véhiculée par I’inversine. L’inversine est également
requise pour les mouvements d’extension convergente lors de la gastrulation
chez Xenopus, ce qui suggere que I’inversine facilite la signalisation Wnt non
canonique par interaction avec dishevelled associ¢ a la membrane. L’ abaisse-
ment de I’inversine chez le zebrafish (dard-perche) cause des kystes pronéphro-
tiques. Ce phénotype est corrigé par le diversine [21], ce qui étaye I’hypothese
du role de la signalisation PCP non canonique durant le développement rénal
normal. Cette hypothése est également soutenue par I’interaction génétique
entre les protéines du syndrome de Bardet-Biedl (BBS) et la core protéine PCP,
Vangl2. BBS est un trouble pléiotropique rare caractérisé par des symptomes
multiples, comprenant une obésité, un retard mental, une dégénérescence réti-
nienne et des kystes rénaux, voir [22]. Des souris BBS1, BBS4 et BBS6 (—/-)
présentent des anomalies compatibles avec une signalisation PCP anormale,
comprenant une fermeture incompléte du tube neural et des faisceaux stéréo-
ciliaires cochléaires interrompus ; ces changements phénotypiques sont pro-
voqués par des mutations de Vangl2 [23]. Bien que les protéines BBS forment
un groupe de protéines tres diverses, celles-ci sont localisées au niveau du
complexe cil/corps basal (CBC) et semblent participer a la structure et la fonc-
tion du corps basal. En outre, il a été récemment démontré que les protéines
BBS sont directement impliquées dans la fonction du protéasome par interac-
tion directe avec des sous-unités du protéasome [24]. En ’absence de BBS4,
des facteurs de signalisation Wnt canonique tels que la B-caténine et dishevelled
sont régulés a la hausse, ce qui conduit a I’activation de la voie. Comme |’inver-
sine, les protéines BBS sont également requises pour les mouvements d’exten-
sion convergente régulés par la voie Wnt non canonique. Sur la base de ces
études, un modele a été défini dans lequel les corps basaux sont capables
d’induire un basculement de la signalisation Wnt canonique vers la signalisa-
tion Wnt non canonique par régulation de la dégradation protéasomique des
composants de la voie Wnt. Il est probable que les corps basaux aient une telle
fonction en réponse a des signaux transmis par le cil. Dans le rein, ces signaux
peuvent mettre en ceuvre une stimulation mécanique des cils par un flux tubu-
laire. Chaque cellule ciliée dans le néphron peut ainsi obtenir des informations
de position qui sont nécessaires pour établir une signalisation Wnt non cano-
nique ou une polarité planaire des cellules. Les informations de position dans la
direction proximale-distale du néphron peuvent non seulement &tre utiles pour
les mouvements d’extension convergente du bourgeon urétéral de branchement,
mais également pour la différenciation de I’ensemble des différents types de



SIGNALISATION WNT DANS LA POLYKYSTOSE RENALE 37

cellules revétant le néphron. A ce sujet, il est intéressant de noter que
I’inflexion ciliaire peut augmenter 1’expression d’inversine [21]. Par consé-
quent, ’initiation de la filtration glomérulaire et/ou la sécrétion de fluide tubu-
laire peuvent moduler le modelage du néphron en utilisant I’inversine pour faire
basculer la signalisation Wnt de canonique a non canonique. Ceci ouvre la
curieuse possibilité que, lors du développement rénal, le flux tubulaire pourrait
étre un facteur instructif orientant les événements cellulaires vers la morpho-
genese tissulaire.

Division cellulaire orientée durant le développement rénal

Un autre role de la signalisation PCP durant le développement rénal concerne
la régulation de I’orientation des faisceaux dans les cellules tubulaires en divi-
sion. Durant la prolifération de cellules épithéliales tubulaires et I’allongement
des segments tubulaires, les cellules en division s’alignent précisément le long
de I’axe antérieur-postérieur du néphron en croissance [25]. Cet alignement
exact est partiellement perdu dans des modeles animaux de polykystose rénale
(PKD) et les divisions cellulaires sont orientées de maniére aléatoire. La divi-
sion cellulaire orientée est un des résultats de la signalisation PCP et est indis-
pensable pour organiser le tissu dans le plan d’une couche de cellules
épithéliales (fig. 3) [26, 27]. Les divisions cellulaires randomisées dans la poly-
kystose rénale suggerent que les protéines mutées dans cette maladie contri-
buent a I’orientation de ’axe de division. Etant donné que la plupart des
protéines PKD sont localisées au niveau du CBC, il semble évident que le CBC
joue un role essentiel dans la division cellulaire orientée. Cependant, il est éga-
lement possible que les signaux spatiaux pour 1’orientation des faisceaux aient
pour origine des contacts cellule-cellule et cellule-matrice tels que la jonction
serrée et les adhésions focales. En fait, des données récentes suggérent que
I’orientation de la division cellulaire dans des cellules de mammiferes est
dominée par 1’adhésion cellulaire et les forces de traction appliquées durant
I’interphase, voir [28]. Dans des cellules en culture, les propriétés adhésives
durant I’interphase semblent programmer pour les informations nécessaires au
controle de I’orientation des divisions cellulaires consécutives. De maniere
similaire, le site de formation des neurites est déterminé par I’orientation des
poles des faisceaux et est donc spécifié avant la mitose du neurone parental
[29]. Etant donné que I’inhibition de polymérisation d’actine inhibe la forma-
tion des neurites, la réorganisation du cytosquelette d’actine semble précéder
I’organisation du cytosquelette microtubulaire. La mise en jeu spécifique
séquentielle du cytosquelette d’actine suivie de 1’orientation de microtubules
est déterminée par la fonction des effecteurs PCP inturned et fuzzy. La délétion
d’inturned ou fuzzy cause des défauts dans la ciliogenese des embryons de
Xenopus en combinaison avec des anomalies de signalisation PCP et hedgehog
[30], ce qui relie les deux voies a la ciliogenése. Au niveau subcellulaire, le
défaut semble étre une désorganisation du cytosquelette apical qui est inca-
pable d’aligner les microtubules ciliaires. Bien que le complexe CBC puisse
générer des signaux spatiaux contrdlant et/ou stabilisant la localisation des pro-
duits PCP, la signalisation en amont des core protéines PCP impliquant le
cytosquelette d’actine semble controler la ciliogenese.
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FiG. 3. — Les anomalies de la voie de la polarité cellulaire planaire (PCP) sont responsables
de la formation de kystes lors du développement du néphron.
L’¢élongation des tubules pendant le développement du néphron est marqué par une pro-
lifération massive des cellules tubulaires. L’axe de division des cellules épithéliales pro-
liférantes est orienté¢ selon 1’axe du tubule. L’élongation se fait sans augmentation du
diamétre tubulaire.
Les voies de signalisation PCP sont impliquées dans I’orientation de I’axe de division
des cellulles. Le flux tubulaire présent précocément dans la lumiére du tube est probable-
ment un des signaux qui informe la machinerie moléculaire PCP quant a la direction de
I’axe tubulaire. Des anomalies du systeme détecteur du flux tubulaire ou de la signalisa-
tion PCP pourraient conduire a une division cellulaire mal orientée et éventuellement a
la formation de kystes (avec 1’accord du Dr. Germino).

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Bien qu’il soit de plus en plus clairement établi que des protéines associées au
complexe cil/corps basal (CBC) telles que I’inversine et les protéines BBS soient
des antagonistes de la voie Wnt canonique par contréle de la fonction protéa-
somique, la relation du CBC avec la voie Wnt non canonique reste mal connue.
D’une part, la signalisation PCP peut agir en amont du CBC en régulant la for-
mation de cils et I’orientation de faisceaux et, d’autre part, la stimulation des cils
peut commander a la voie PCP en fournissant des informations de position aux
cellules formant le néphron.

Afin d’étudier ces questions de maniére plus approfondie, il serait important
d’en savoir plus sur les possibles mises en jeu de la signalisation PCP au cours du
développement rénal. Les changements de localisation de core protéine PCP sont-
ils induits par le flux ? Comment la voie PCP controle-t-elle 1’orientation des fais-
ceaux dans le rein ? De plus, des analyses minutieuses des phénotypes rénaux
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embryonnaires de souris ayant une mutation des core protéines PCP telles que la
souris Looptail (Vangl2) pourraient apporter des informations sur le role de la
signalisation PCP au cours du développement rénal. Il a été démontré récemment
que la formation de kystes dans un modele de souris pour ADPKD se produit
durant une fenétre de temps trés courte durant I’embryogenese [31, 32]. La
connaissance précise du développement rénal est donc d’une grande importance
pour le développement de stratégies thérapeutiques pour ADPKD. L’étude de la
voie de signalisation Wnt dans le rein peut non seulement apporter une meilleure
connaissance des processus de base du développement rénal, mais peut également
permettre d’identifier des cibles moléculaires adaptées pour le développement de
médicament intelligent.
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