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SOMMAIRE 

LE rachitisme familial hypophosphatérnique lié au chromosome X (HYP, XLH. 

aussi connu comme rachitisme résistant à la vitamine D) est la forme la plus fréquente 

de plusieurs désordres Mendéliens de l'homéostasie du phosphate inorganique (Pi) 

(McKusick. 1994). Elle est caracterisée par un rétard de croissance associé à un 

rachitisme et/ou une ostéomalacie. par une hypophosphatémie importante due une 

perte rénale de Pi et par des altérations du métabolisme de la vitamine D (révisé par 

Rasmussen et Tenenhouse, 1995; et par Tenenhouse. 1999). Transmise d'une façon 

dominante, sa fréquence est de 1:20000 naissances chez l'homme. Le gène responsable 

de XLH a été récemment identifié et nommé PHEX pour "Phosphate regulating gene 

with homolojy to Endopeptidases on the X chromosome" (The HYP Consortium. 1995). 

Beaucoup de nos connaissances actuelles sur la pathophysiologie de XLH ont été 

dirivées d'études utilisant les homologues murines de la maladie humaine, les souris 

Hyp (Eicher et al., 1976) et Gy (Lyon er ni.. 1986), qui portent des déletions importantes 

au niveau du gène Pliex. 

La partie de la sequence humaine du gène PHEX publiée par le consortium HYP 

(1995) prévoit une protéine membranaire qui présente des homologies de 50% à 60% 

avec les membres de la famille des métalloendopeptidases à zinc. dont la Neprilysine 

(NEP) est le prototype. Après la constatation de cette homologie importante. nous nous 

sommes interessés à étudier PHEX. Nous avons entrepris des études de localisaiion de 

ses ARNm et de son ontogenèse par hybridation iu sittr (ISH) dans des coupes 

histologiques de souris. Les résultats ont démontré la présence des ARNm de Phex dans 

les os des embryons à partir du jour embryonaire 15 (e 1 j), coïncidant avec la déposition 

de la matrice osseuse. L'examen microscopique a montré la présence des ARNm de 

Phex dans les ostéoblastes du squelette en formation et dans les odontoblastes des dents 

en développement. À la suite de I'ISH nous avons procédé à l'hybridation à la Northem 

de tissu osseux et dentaire de souris nouveau-nées et adultes. Dans ces tissus, un 



d'environ 7 kb a et6 détecte alors que ies tissus conîrôles (poumon, foie, thymus, 

cerveau) ont ét6 tous négatifk. 

L'évidence de i'expression de Phex preferentieilement dam dos nous a condua à 

étudier ce tissu. En conséquence, lYensemb1e des travaux présent6 daap cette these, porte 

sur les études de localisation des endopeptidases Phex et Nep dans le tissu osseux chez la 

souris normale et son mutant Hyp. 

Après avoir déterminé la distriiution des ARNm de Phex, nous avons étudié 

l'expression de la prothe. En utilisant un anticorps mnoclod dirigé contre PHEX 

himiaine, nous avons montré sa présence dans des extraits tissukires d'os et de dents et, 

a l'échelle cellulaire, B la surface des osthblastes, ostéocytes et odontobiastes, de même 

que son absence dans les cellules moins Mhnciées de la lignée ostéobiastique 

(préostéoblastes et précurseurs). En outre, mus rapportons le déclin de l'expression de la 

protéine Phex avec l'âge, ce qui suggére une corrélation entre la présence de Phex et la 

croissance des os et des dents. Ensuite, nous vérifions l'expression de Phex, Nep, 

ostéocalcine et du récepteur de PTH/PMP chez la souris &o. 

~tudier le patron d'expression de NEP dans le tissu ossew, surtout au niveau des 

cellules ostéoblsstiques, a 6tt I'autre de nos obj&. Maigré l'indication de la présence 

de NEP, ou d'me autre enzyme apparentée à la NEP, daas les tissus squelettiques 

(Dutriez et al., 1991), ni sa localisation cellulaite ni sa bnction n'avaient et6 établies. 

Nos résultats démontrent que la NEP est présente dans toutes les cellules de la lignée 

osthblastique, des pnkurseurs jusqu'aw ostéocytes. En plus, nous mntmns que 

plusieurs peptides ostéogéniques symhétiques comm le PTH~PI-w ("parathymid 

hormone-rehted peptideml.H), I'ostéotathe (PTHrPio,.i3g), 1'OGP ("osteogenic growth 

peptidey'), la calcitonine a le a-CGRP ~a-cakitonin gene-relateci peptide"), sont des 

substrats de NEP in vitro. 



L'identification relativement récente des différents membres de la M e  des 

endopeptidases, nous a laisse supposer i'existence d'autres, encore inconnus. Les 

membres de cette fàmille possèdent, en géned, des fonctions biologiques iniportaotes au 

niveau du fonctionnement de l'organisme et sont identifiés comme des cibles potentylies 

pour le "design" d'agents thérapeutiques. Cela rend l'hypothèse de l'existence d'autres 

enzymes semblables très intdressante et méritant d'être investigude. En conséquence, une 

stratégie de RT-PCR, dont i'objectif était de trouver d'autres enzymes apparentées A la 

NEP, a et6 conçue, testée avec des ARNm des testicules de souris adulte, et a abouti iî la 

decouverte d'un nouveau membre de la H e  de la NEP, appelé NLl pour 'NEP-ke 

1". L'ensemble des &tudes rapportant le clonage de son ADNc complet, sa 

caractérisation biochimique et enzymatique, ainsi que sa distribution tissulaire et 

cellulaire, complète les travaux présentés dans cette thèse. 

Mots clés: 

Rachitisme famitial hypophosphat&.nique lié au chromosom X (XLH, HYP), tissu 

osseux, ostéoblaste, ostéocyte, odontobiaste, neprilysin, peptiàases. 
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PHEX/ Phex - "Phosphate regulating gene with homologie to endopeptidase on the 

X chromosome", gène ou protéine humaine/murine. 

Pi - Phosphate inorganique 

PTH - Parathonnone 

PTHrP- "PTH-related peptide" 

Ram-1 - Récepteur du virus de la leucémie murine 

RIA - "Radio immunoassay" 

RPA - "Ribonuclease protection assay". 

RT-PCR - "Reverse transcription - polirnerase chah reaction" 

STC - Stanniocalcine 

SV40 - "Simian virus 40" 

TGF - "Transforming growth factor" 

Trnax - Taux de transport maximal 

TmPIGFR - Tmax de phosphate par unité de volume de l'ultra-filtrat glomérulaire 

TRI\P - "Tartrate-resistant acid phosphatase" 

VDRE - "Vitamine D responsive dement" 

WB - "Western blot" 

XLH - bX-IUiked hypophosphatemia" 
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INTRODUCTION 

L'introduction de cette thèse est constiniee de deux @es; l'une est consacré 

à la revue de la linérahire dors que I'autre présente les objectif5 du projet de 

recherche. Son corps rassemble quatre articles qui traitent des métallopeptidases à 

zinc de la famille de la Neprilysine. Trois des ces articles démontrent la présence de 

ces peptidases dans le tissu osseux: les deux premiers ont pour sujet PHEX, dont le 

gène est Unplique dans la paîhog&se du rachitisme familial hypophosphathique, 

une maladie de l'homéostasie du phosphate; le troisième décrit NEP danç les cellules 

de la Lignke ostéoblastique et démontre la dégradation de quelques peptides 

osteogéniqws par cet enzyme. Le quatrième article rapporte la découverte d'une 

nouvelle enzyme de cette $mille, NLI pour Nep-Lüce 1, ainsi que sa caractérisation 

biochimique et sa distriiution tissulaire et cellulaire. Par conséquent, la revw de la 

littérature sera constituée des trois parties suivantes: 

(A) Le système peptidergique et les protéasedpeptiâases, 

(B) L'homéostasie du phosphate et les désordres cliniques du tr<uispon de 

phosphate, 

(C) Le tissu osseux. 



1) REWE DE LA LITTERATURE 

A) Le systéne peptidergique et Icr p r o t h a @ p t i W  

Les peptides sont utilisCs par les cellules du monde des l e m s  jusqu'8 celui 

des Irmmifères pour déclencher des réponses physiologiques. L'usage des peptides 

comme messagers cellulaires se fait normalement selon les étapes suivautes: 1) 

production et relâche du peptide par la ceiiuie, 2) l'inthction du peptide avec son 

récepteur à la d a c e  de la cellule cible, et 3) dtigradation du peptide de hçun à 

finaliser son action. Les étapes ptemière et derniére ont besoin de la participation des 

protéasedpeptidases, sot pour compléter la maturation du peptide, soit pour son 

inactivation. 

Les protéases/peptidases sont des enzymes qui hydrolysent les liaisons 

peptidiques d'une protéine ou d'un peptide cible. On distingue deux catégories 

d'enzymes selon la position de la liaison peptidique à être clivée dans le substrat: les 

endopeptidases, qui hydrolysent les liaisons localisées B I'intérieur de la molécule, et 

les exopeptidases, dont l'action de clivage se fàit A l'extrémité du substrat, relâchant 

un seul acide amine, un dipeptide ou un tripeptide, soit du côte amino-terminai 

(aminopeptidases) ou carboxy-terminal (carboxy-peptidases). Les protéases 

Ipeptidases peuvent être encore regroupées selon leur mécanisme catalytique en 

sérines, cyst6ines, acide aqdques  ou carboxyliques et en métailoprotéases. Cette 

classification est basée selon le groupement ou acide aminé de l'enzyme qui amorce 

l'hydrolyse du substrat (Bamtt et Rawhg, 1991; Rawling et B8rrett, 1993), soit, 

respectivement, une sériw, une cysttine, un résidu acide, genthiement un acide 

aspartique, ou un ion métallique. 

Les métalloprotéases/peptidases requièrent donc un ion métailique, 

généralement le Mc, pour leur activité. Le zinc se lie h I'emyme par trois résidus 

pouvant être, de préference, des histidines, des acides glutamiques, des acides 

aspartiques ou des cyst6ines. Les métalloprotéases/peptidases ont été impliquées dans 



la modulation de plusieurs phénoménes physiobgiques. La thermolysine, uw enzyme 

bactérienne (de Bacillus thennoproteoliticus), est souvent @seniée comme modéle 

de cette classe de peptidase (Matthews et al., 1972; Rawling et Barrett, 1995). 

A.l) Les mCtallopmtéadpeptidases i zinc 

Les métalloprothsedpeptidases a zinc sont impliquées dans la majorité des 

processus physiologiques et physiopathologiques, comme le développement 

embryonnaire, la reproduction, les maladies cardio-vasculaires, dégénératives et 

inflammatoires, le cancer et quelques maladies infectieuses (Lemm et Strittmata, 

1991; Schiavo et al., 1992; Blundell, 1994). Ces enzymes possèdent une séquence 

consensus, appelée la "signature du zinc", dans leur séquence primaire (Jongeneel et 

al., 1 989). Cette séquence consensus est composée des acides aminés liant l'atome de 

zinc et du résidu qui assure la catalyse du substrat. 

A.1.1) Clwsification des m&alloprot6aseslpeptidases i zinc 

Les rnétalloprotéasedpeptidases A zinc ont été classées selon le 

positionnement des résidus fornuint cette séquence consensus (Bode et al., 1993; 

Hooper, 1994) (Figure 1). Ainsi, les métailoprotéaseslpeptidases à zinc qui 

contiennent dans leur séquence le motif AEXXH ('X' désignant un acide amin6 

quelconque) ont été nommées Pncines. Dans cette séquence, les deux histidines sont 

impliquées dans la liaison de l'atome de zinc tandis que l'acide glutamique assure la 

catalyse. Les zincines sont subdivisées en deux sous-groupes, les gluzincines et les 

metzincines, selon la nature et la position du troisième ligand du zinc ou la présence 

d'une structure particulière. 

Les gluzicines utilisent un acide glutamique comme troisième Ligand du zinc, 

présentant comme "signature du Pac" le motif LEEXXH........ E. Ce groupe rassemble 

quatre familles, soit d e  de la thermolysine, celle de la neprilysine (NEP, "neutmi 

endopepfdase" 24.1 11, ceile de l'enzyme de conversion de i'angiotensine (ACE) et 

ceUe des aminopeptidases. 



Les metzincines présentent la séquence consensus dongée 

EIEBXHXBGBXH, les trois histidines étant les ligands du zinc et B représentant un 

gros acide aminé non-polaire. Leur nom est dû à une codo~118fion tridimensionneile 

nommée "Met-turn" C'methionine-containing f5 nun") présente en dessous de leur site 

actif. La famille des astacines, celle des métaHoprotéases de la matrice extraceUulaw 

(matrixines), celle des serralysines et celle des adamalysines/reprolysines font partie 

de ce groupe. 

La fimille des insulinases constitue le groupe des bverzïncines. Leur 

séquence consensus, HXXEH, est identique à celie des zincines, mais la position des 

résidus est inversée. Le troisième ligand du zinc dans cette famille est un résidu 

d'acide glutamique retrouvé en dehors de la séquence consensus. 

Les carboxypeptidases possédent la séquence consensus EUCE, écourtée par 

rapport aux zincines et aux inverzincines. L'histidine et l'acide glutamique de cette 

séquence participent h la liaison du zhc. Le troisième ligand du zinc est une histidine 

localisée à plus d'une centaine d'acides aminés en aval de la séquence consensus. Les 

prototypes de cette famile sont les carboxypeptidases A et B. 

Le dernier groupe de cette classincation est constitué par la DD- 

carboxypeptidase, dont B...- est h séquence conseasus et les trois histidines les 

ligands du zinc. 
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Figure 1. Classification des m6talloprot6aseslpeptidases 

à zinc (Hopper 1994). 



A.l.2) Les mCtallopeptidwes de ia famille de Ii Neprilysine (NEP) 

Les cellules des mammiféres synthétisent principalement deux classes de 

m étalloendopeptidases, celles qui sont sécrétées et participent au remodelage de la 

matrice extracellulaire et les métalloendopeptidases de la surface cellulaire, lesquelles 

agissent dans la matmation finale des peptides, après sa sécrétion, ou dans 

l'inactivation de peptides biologiquement actifs. Les métallopeptidases membranaires 

sont généralement ectopeptidases ou protéines de type II, constituées d'une région 

transmembranaire, d'une courte queue cyîoplasmique et d'un large domaine 

extracellulaire ou se trouve le site active de l'enzyme. 

La publication récente des séquences primaires de nouvelles 

métallopeptidases de mammifères ayant une forte identité avec la Nepnlysine a 

suggéré l'existence d'une famille d'enzymes apparentées à la NEP ("NEP-like"; 

Rawlings et Barrett, 1995; Tuner et Tanzawa, 1997). Six membres de cette famille 

ont été décrits pour le moment. Ces enzymes sont: la Neprilysine (NEP), prototype de 

la famille (Kerr et Kenny, 1974a,b), les enzymes de conversion de I'endothéline 

(ECE-1 et ECE-2) (Xu et al., 1994; Emoto et Yanagisawa, 1995)' le complexe 

antigénique Kell des érythrocytes (Lee et al., 199 l), PHEX, initialement PEX pour 

"Phosphate regulating gene with homologies to Endopepidases on the X 
chromosome" (The Hyp Consortium, 1995), impliquée dans le contrôle du 

métabolisme du phosphate, et XCE, une enzyme récemment découverte et présente 

dans le système nerveux (Valdenaire, 1999). L'alignement des séquences de ces 

enzymes montre que, outre la séquence consensus HEXXH ..... E et la topologie 

transrnembranaire de type II, ces glycoprotéines présentent, au niveau de leur 

domaine extracellulaire, d'importantes similitudes de séquence (Figure 2). Plusieurs 

cystéines sont conservées, indiquant la possibilité d'un repliement tridimensiorne1 

semblable impliquant des ponts dissulfures, et suggérant une origine commune pour 

ces enzymes. De plus, la majorité des résidus d'acides aminés impliqués dans le 
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Figure 2. Représentation schbmatique des membres 

de la famille de la NEP. 



mécanisme catalytique de la NEP, comme l'histidine 711 @ion et a1.,1993), 

l'asparagine 650 (Le Moud et al. ,1994) et l'asparagine 542 @ion et al. ,1199 est 

aussi conservée. Ces observations suggèrent que ces enzymes possédent, en p b  de la 

structure, une similwitd de kur mécanisme catalytique, tout en consenant leur propre 

spécificitd de substrat. Deux membres de cette famille constituent l'objet de cette 

these, soit NEP et PHEX, et mentent une description phs détaillee. 

A 1.2.1) Neprüysine (NEP, %eutml endopeptidue* 24.11, enkephiliaise 

et C U  ou CD10) 

Initialement caractérisée comme une m6tallopeptidase A zinc avec une 

spécificitd semblable à celle de l'eoyme bactérienne thermolisyne, la NEP a été 

isoke comme une glycoprot&ie de 90-100 kDa de poids moléculaire, faisaat 4 5 %  

de la masse prot6ique totale de la bordure en brosse des tubules contoUrnes 

proximaux de reins de lapin. La NEP dkgradait la chaîne $ de l'insuline pH neutre, 

d'où son appelation d'endopeptidase neutre (Ken et Keany, 1974 qb). Elle a et6 

redécouverte une deuxième fois comme I'enképhaliilase, une nouvelle enyme située 

dans le cerveau qui participait ti la dégrdation spécifique des enképhalines (Maifroy 

et a!., 1978)' ainsi qu'une troisiihe fois lors du clonage de I'ADNc de CALLA 

("Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen" ou CDIO), un antigtne de 

sur$ce des lymphocytes B immatures, marqueur du développement de la leucémie 

lymphoblastique aigw de type B (Grraves et al., 1975). 

A.l.2.1.1) Structure primaire, topokge et giycojyhtioa 

La structure primaire compléte de la NEP a été déduite des séquences de 

clones de l'ADNc de rat ( M a h y  et al., 1987). de lapin @va& et al., 1987), 

humains (Letarte et al., 1988; W o y  et al., 1988) et de souris (Chen et d., 1992). 

La comparaison des ~ u e n c e s  de la NEP entre les différentes espèces de 

mammSeres a montré une identit6 supérieure ii W h  des acides arninds, indiquant un 

taux de conservation très dlevd parmi ces espèces. La séquence primaire de k NEP 

suggère uw ectoenzyme ou p t b  de type II composée de 749 acides aminés et 

possédant une courte queue cytoplasmique (27 résidus), uw r6gion transrnembraaaire 



unique (23 résidus), et un large domaine extracellulaire (699 résidus), responsable de 

l'activité catalytique de I'enyme. Cette topologie a ttC confirmk par l'analyse pia 

microscopie électronique des cellules COS4 ttsnsfectées avec la NEP @ewuh et al., 

1 988) et est en accord avec la nécessitd d'une ndraction au toluène et ii la trypsine 

pour sa purification (Kerr et Kenny, 1974a). L'ectodomaine adopte une strucme 

globulaire compacte localisée proche de la membrane plasmique (Kenny et al., 1983). 

I l  contient le site catalytique de l'enyme avec i'atorne de zinc, ainsi que douze 

residus cysteines impiiqués dans la formath de ponts dissulf.uTes qui stabiliseraient 

la conformation de l'enzyme active (Tarn et al., 1985). En plus, Ini NEP possède des 

sites potentiels de N-glycosylation (Asn-Xaa-SedThr, oh Xaa peut être n'importe 

quel acide aminé sauf une prohe) sur son ectodomaine. L'enzyme de lapin en 

contient cinq, alors que ceiies de rat, de souris et l'humaine en contiennent six. La 

glycosylation de la NEP est essentielle pour lui assurer un repliement correct, un 

transport adéquat jusqu'h la membrane plasmique a une activite enzymatique 

normale (LaG.ance et al., 1994). 

A.1.2.1.2) Organisation ginique 

Le gène de NEP a étd cartographie et s'&end sur 80 kb deas la région 

chromosomique 3q21-27 (Barker et al., 1989). Il est composé de 24 exons et code 

pour plusieurs ARNm, tous contenant les exons 3 ii 24 (codant p u r  la prothe) et 

présentant des variations dans la région promotrice (exon 1 et 2) (D'Adami0 et al., 

1989). 

A1.2.1.3) Distribution tissulaire 

La présence de la NEP a été démontrée en plusieurs tissus et types cellulaires 

(Tableau 1) (révisé par Roques et al., 1993 et Kenny, 1993), soit exprimée 

constitutivement dam des tissus comme Le cerveau et 1e rein, ou d'une @on régui& 

pendant le ddveloppement, comme pour les lymphocytes. Les rôles physiologiques 

qu'eue exerce B ces divers endroits ne sont pas encore tous connus. 



Organe ces 

Système nerveux central Waksman et al. (1984, 1985 et 1986) 

Adénohypophyse Bames et Kenny (1988), Pollard et a1.(1989) 

Méninges Zajac et aL(1987) 

Reins Gee et al. (1983), Sales et al.( 199 1 )  

Intestins Gee et al. (1983) 

Thymus Bowes et Kemy (1987) 

Poumons Sales ei aL(199 l), Dutriez et aL(1992) 

Noeuds lymphatiques Sales et aL(199 l), Dutriez et aL(1992) 

Rate Bowes et Kenny (1987) 

.Moelle osseuse Le Bien et McCormack (1989) 

Testicules Kenny et a1.(1987), Saies et ai.( 199 1) 

Ovaires Kemy et d ( 1 9 8 7 )  

Prostate Kenny er al.(1987) 

Glandes salivaires Sales et aL(199 L), Dutriez et aL(1993) 

Glandes exocrines Gee et al. (1985) 

Cartilage Sales et al. (1 99 1 ), Dutriez et al.( 1992) 

Os Sales er aL(199 1 ), Dutriez et aL(1997) 

Placenta Dutriez et al.( 1 9921 

Tableau 1. Principaux sites d'expression de la NEP. 



-4.1.2.1 -4) Substrats et fonctions physiologiques 

La NEP dégrade in vino une grande diversité de peptides bioactifs, 

généralement de petite taille (< 3.5 kDa) et, sauf pour quelques rares exceptions, en 

hydrolysant la liaison peptidique située du côté aminé d'un résidu hydrophobe 

(Turner et al., 1985) (Tableau II). La confirmation de cette hydrolyse in vivo a été 

souvent réalisée en utilisant des inhibiteurs spécifiques de l'enzyme dans les tissus 

cibles et en vérifiant une augmentation subséquente de la concentration du peptide 

étudié. Pour le moment, lTiaportance de la NEP dans l'inactivation in vivo de 

peptides comme les enképhalines, la substance P, les peptides natrituétiques et les 

bombesin-like peptides a été bien établie et a permis de proposer une implication de 

cette enzyme dans certains processus physiologiques comme le contrôle de la 

transmission du message nociceptif, la manutention de l'équilibre hydro-électrolitique 

et de la tension artérielle, le contrôle de l'inflammation, de la différenciation et de la 

prolifération cellulaires (révisé en Kenny et Boustead, 1997). 

A.1.2.1 A. 1) Le contrôle de la transmission du message nociceptif 

Les enképhalines sont des neuropeptides qui, se liant aux récepteurs opioïdes 

p et 6. provoquent un effet anti-nociceptif ressemblant a celui de la morphine 

(Brownstein, 1993). La substance P, abondante dans la substance noire, a été 

impliquée dans le contrôle de la perception de la douleur (Oblin eî al., 1989). 

Plusieurs évidences supportent un rôle physiologique de la NEP dans I'inactivatioli 

des enképhalines et de la substance P, modulant ainsi la transmission du message 

nociceptif au niveau du cerveau (révisé par Tumer, 1997). Par exemple, des études 

ont démontré la production in vivo d'une réponse antinociceptive, réversible par la 

naloxone, chez la souris (Roques et al., 1980) ou l'augmentation de la récupération 

des enképhalines (de la Baume et al-, 1983) ou de la substance P (Mauborgne et al., 

199 l), libérées par des coupes de certaines régions du cerveau, après l'utilisation du 

Thorphan, un inhibiteur synthétique très spécifique de NEP. En plus, des études 

autoradiographiques et irnmunohistochimiques ont colocalisé NEP avec les 

récepteurs opioïdes (Waksman et al., 1986 et 1987) et avec les enképhalines et la 

substance P (Barnes et al., 1988; Barnes et al., 1993 j. Malheureusement, le niveau de 



ANF 

Angiotensine1 

A n g i o ~ I I  

bmbésiae 

Bradykhbe! 

CGRP 

Cboldcy!3tokjniIle (cm) 
Dyno~phiae (1 -9) 

Endothéline 1,2, et 3 

y-Endorphine 

GRP 

Leu-enkdphalim 

Met-enkbpbaiine 

LHRH 

N e u r o b  A 

Neuroteasine 

su- P 

VIP 

Stcphmson cb Keany (198%) 

Stepbcnsan et Karny (1987a) 

Stcpbclwoll et Kcnny (1 9Wa) 

Sbipp et d (1991) 

Matsas et d (1984) 

Katayama et d. (1 991) 

Wianett et d. (1988) 

Mrrtsas et uf. (1984) 

Vijayaragùam et ai. (1990) 

Hersh (1984) 

Shipp et aL (1991) a 5unnctt et ui. (1985) 

Matsas et al. (19û4) 

Matsas er ril, (1 984) 

Matsas er d. (1984) 

Hboptr et d. (1985) 

MarPacr et aL (1984) et Tumer et ai- (1987) 

Mutsas et d. (1983 a 1984) 

Goctzl et al. (1989) 

Tableau II. Principaux substrats de la NEP. 
Ce tableau ne fait pas de distinction entre les substrats 
caracterises in vivo ou in C W. 



cornplexhi existant dans le cerveau, par rapport au 

peptidases rend très difncite la définition exacte 

isolée dans ce tissu. 

nombre des neuropeptides et de 

de l'importance d'me enzyme 

Aalm2.1.4a2) La manutention de l'éqiiilibrr bydro-électrolitique et de L 

tension artérielle 

Les peptides natriurétiques participent A la régulation du volume sanguin et de 

la tension artérielle (Ruskoaho, 1992). Il a kt6 ddmontn5, en utilisant des prdparatios 

membranaires des microvilosités rénales (Stephenson et Kenny, 1987) ou du plexus 

choroïde (Bourne et Kenny, 1990), que NEP est l'enyme responsable pour 

l'hydrolyse initiale de 1' ANP (atrial natriuretic peptide) et du BNP (h natriuretic 

peptide). Diverses dtudes utilisant des inhibiteurs de NEP en modeles animaux de 

maladies cardio-vasculaire et &nale (Seymour et al., 1 993 et 1996; Pham et al., 1993; 

Tnppodo et al., 199 1 ; Margulies et al., 1990) ou chez l'homme (Sagnelia et al., 1995; 

Richards et al., 1 99 1 et 1 993 ; Singer et al., 1 99 1) ont démontré une augmentation de 

la diurèse et natriurèse dépendant de la dose d'inhibiteur utilisée. Ces & d e s  doivent 

être interprétées avec p rh t i on ,  mais plusieurs suggèrent une participation 

importante de NEP daas la clearance de 1'ANP et BNP, surtout en conditions 

pathologiques où le volume plasmatique et les niveaux de ces peptides sont 

augmentés (révisé par Will<ins et K~MY, 1997). 

kl.2.1.43) Lc contrôle de h dllltCrenciation et de ia proüfhtion 

cellulaires 

En 1989, Kenny et coilabraîeurs ont proposé que les peptidases 

rnembranaires joueraient un rôle cl6 clans le contrôle de la croissance et de la 

différenciation cellulaires en modulant I'activitb des peptides et en régulant leur accès 

aux cellules vuisines (Kemy et al ,  1989). Cette hypothèse s'est avérée pour NEP et 

le tissu pulmonaire. NEP est exprimée par l'épithélium distal des voies respiratoires 

foëtales et par l'épithélium branchial adulte où elle controle, entre autres, la quantite 

de substance P, un mediatern de l'i-tion (Sunday et al., 1992), et régule la 

pro Wérat ion cellulaire intermédiée par tes peptides 'bmbesin-me", 



des facteurs de croissance et mitogéncs très puissants pour les fibroblastes et pour 

l'épithelium (Shipp et al., 1991; King et al., 1993). Ces peptides sont aussi mitogènes 

pour les adénocarcinomes pulmonaires, soit ceux à petites cellules ( h j u  et al., 

1994), soit les autres (Cohen et al., 1996). Dans phisieurs de ces cancers, il existe une 

boucle de croissance autocrine oh les cellules tumorales sécrètent les peptides 

"bombesin-like", expriment leurs récepteurs et prolifèrent en leur présence (Sunday et 

al., 1992). Il a été dbmontré que ces carcinomes puhonaires expriment très peu ou 

pas NEP, et que leur croissance in vitro est inhibee par l'addition de NEP 

recombinante daos le milieu de culture et stimuld par l'addition des inhiiaieurs 

spécifiques de NEP (Cohen et al., 1996; Shipp et (il., 1991). En phis, les carcinomes 

pulmonaires à petites cellules se ddveloppent exclusivement chez les b e u r s ,  qui 

présentent une réduction de l'expression de NEP et me quantit6 élevée de peptides 

"bombesin-like" dans leur fluide bronchoalvéolaire (Shipp et Look, 1993). Ces &des 

ont confirmé un lien direct entre la rdduction de l'expression de NEP, l'augmentation 

de la disponibilité de peptides bombesin-ke" et le développement du cancer 

pulmonaire. Cette réiation entre NEP, les facteurs de croissance et la proIifëration 

cellulaire a dté établie aussi pour d'autres cancers, comme celui de la prostate 

(Papandreou et al., 1 997,1998) et du sein (Bums et al., 1999). 

Aa1.2.lm4.4) Le conhele de PUifhmmatioii 

Dans tous les types cellulaires ou elle a été étudiée, la NEP agit en réduisant 

une réponse cellulaire par la dégradation de peptides. Cet aspect est aussi valable 

pour la réaction inflammatoire. Par exemple, l'inhibition de k NEP fait augmenter les 

réactions idammstoks neurogdniques pulmonaires, du fait de i'él6vation des 

niveaux de la substance P, associé B la toux, la bronchoconsûiction, la vasodiktion 

et la migration des neutmphiles (Shipp and Look, 1993; Koehne, 1998). En outre, la 

rupture du géne de la NEP chez la souris a augmenté la mortalitt5 conséquente au choc 

septique induit par l'eidotoxhe LPS (Lu et al., 1995). D'un autre côté, ces animaux 

ont ét6 protégés du choc Idthal par des injections de NEP recombinante, ce qui 

suggère qu'un mélange de peptides, comme les endothéliwq bradikuua . 
es, 

tachykinines et enképhalines, est relâché et induit le choc léthal (Lu et al., 1995). 



Les résuitats observes avec les souris knock-out diquent que la fonction de 

NEP n'est pas essentielie pour le dhveloppement, ni pour k vie d'une souris de 

laboratoire dam un environnemenî contrôld, jusqu'à l'arrivb d'une adversité, comm 

le choc septique, tel que montré dans l'étude de Lu et a>lfaborateurs (1995). Il reste ii 

vérifier la d e  de ces animaux pendant des situations de stress ou des maladies, 

conditions qui augmentent les niveaux des peptides substrats de NEP. Nul doute que 

ce modèle animal va être très utile pour établir le rôle exact de NEP dans des 

processus biologiques très complexes comme l'hypertension, le contrôle de la 

douleur, l'inflammation, le d&eloppement du système immunitaire et la progression 

de certains cancers. 

A1.2.2) PHEX 

Le gène PHEX ("PPsphate regulating gene with homologies to 

Endopeptidases on the X chromosome"), initialement appelé PEX (confusion avec les - 
gènes des peroxisomes), a été ddcouvert a la suite des dtudes génétiques sur le 

rachitisme familial hypophosphatémique lié au chromosome X ( XLH, 'X-Linked 

Hypophosphatemia", HYP). Il a été localisé dans k chromosome X, région p22.1, en 

utilisant des marqueurs microsatellites extrêmement polymorphiques et des 

6chantillons d'ADN de 150 familles porteuses de XLH (The KYP Consortium, 1995). 

La structure du gène PHEX humain a été totalement caractérisée (Francis et 

al., 1997). Ii est composé de 22 exoas, le majorité de taille infërieur a 130 bp, 

étendus panni des introas très grands (environ 10 kb en moyenne), dans une large 

rdgion génomique d'à peu prés 220 kb. L'etude du gène PHEX reprCseat un intérêt 

médical h cause des mutations trouvées chez les patients porteurs de XLH (voir 

section B de cette revue pour plus de dé-). Il est aussi partiellement d6lét6 chez 

les souris Hyp et Gy , des modèles animaux de la maladie humaine (Eicher et al., 

1 976; Lyon et al., 1986; Beck et al., 1997; Strom et 01.J 997; Wang et al., 1999). 

Suite au rapport initial qui a identif% des d6létions et des mutations de type non-sens 

et de changement du cadre de le!cture de la prothe (The HYP Co~lsortium, 1995), 



plusieurs autres d6fàuts, comme des duplications, des insertions et différentes 

mutations contresens, nipandues ii travers tout le ghe, ont W documentées chez les 

patients HYP. L'analyse de ces mutations prévoit, pour la grande majoritd, une perte 

de fonction de l'enzyme PHEX ( H o h  et al., 19%; Rowe et al., 1997; Francis et d, 

1997; Dixon et al., 1998). 

En ce que concerne la transcription et la traduction du gène PHEX, l ' d y s e  

des séquences aux alentours du premier codon ATG, l'initiateur potentiel de la 

traduction de i'ARNm, a démontré l'absence d'une séquence consensus de type 

Kozak chez l'homme, la souris et le rat (Fraricis et al., 1997). Cette donnée suggère 

que l'expression de PHEX puisse être soumise tl une régulation très rigide surtout au 

niveau pst-transcriptionne1 (Kozak, 1991). De plus, grâce au programme GRAIL, 

I'étude de Fmcis et coiiaborateurs (1997) rapporte la prévision d'une région 

promotrice en a m n t  de i'exon 2 de PHEX, qui, si utilisée, produirait une protéine 

dépourvue du domaine amim-terminal cytosolique a de la région transmembranaire. 

Cette protéine serait sécrétée ou cytosolique, selon la présence ou l'absence d'un 

signal peptidique daas sa séquence, qui la conduirait ou non à i'interieur du 

réticulum endoplasmique. Il faut dire que, pour le moment, il n'y a aucune évidence 

de l'existence de cette forme écourtée de PHEX et que toutes les séquences 

rapportdes contiennent i'exon 1 (ïhe HYP Consortium, 1995; Du et al., 1996; Beck 

et ai., 1997; Grieff et al., 1997; Guo et Quarles, 1997; Lipmao et al., 1998). 

La region chromosomique contenant k gène P H M  (- 220 kb ; Francis et al., 

1997) est beaucoup plus large que ceiie décrite pour le géne de NEP (- 80 kb ; 

D'Adami0 et d., 1989). Néanmoins, PHEX et NEP ont une organisation des exons 

très semblable (Figure 3), par rapport ii la caille et aux limites exon-intton, ce qui 

renforce leur parente et i'hypotbese de leur origine commune. 

k1.2.2.2) Structure primaire, topalagie et &wosyhtion 

La structure primaire complète de la protéine PHEX a été déduite des 

séquences de clones d'ADNc humain (The HYP Consortium, 1995; Beck et al., 



NEP 

Figure 3 - Comparaison entre les gènes PHEX et NEP (Francis et a!., 1997). 

Les exons codants sont représent8s par des carrés et leur taille est marquée en 
dessous de chacun. Sept exons de ces deux genes sont identiques en taille 
(les exons 3, 10,11, 14, 15, 19 et 21 de PHU( sont équivalents aux exons 5, 13, 
l4,17,18,2l et 23 de NEP). En dessus des canés, les régions conservées sont 
représentées (ATG) methionine de depart; (TM) domaine transmembranaire; (C) 
résidu cystbine; (Z) motif de liaison au zinc (HEXXH); (E) deuxième motif de 
liaison au zinc (ENXADXGG); (*) codon stop. 



1997; Grieff et al., 1997; Guo et Quarles, 1997; Lipman et al., 1998), de souris (Du 

er al., 1996; Beck et al., 1997; Strom et a1.,1997) et de rat (GenBank acession # 

R47036). Elle comprend 719 acides aminés qui présentent des homologies de 50% a 

60% avec les membres de la famille des métalloendopeptidases à zinc (NEP, ECE-I 

et 2, KELL et XCE). L'analyse de cette séquence prévoit une protéine membranaire 

dont la topologie est de type LI, portant une courte queue cytosolique, une région 

transmembranaire et un large domaine extracellulaire (20, 27 et 702 acides aminés 

respectivement). Ces prédictions de l'analyse de séquence ont été confirmées par la 

technique d'exaction des protéines en présence du détergent Triton X-114 qui a 

démontré PHEX comme une protéine membranaire intégrale, ainsi que par sa 

localisation à la membrane plasmique par immunofluorescence (Lipman et al., 

1998). Le domaine extracellulaire de PHEX contient 10 résidus cysteines impliqués 

dans le repliement de la protéine, le site actif potentiel avec la séquence consensus 

HEXXH? l'acide glutamique comme troisième ligand du zinc dans le motif 

E N W X G G ,  aussi très conservé parmi les membres de la famille, et d'autres 

risidus comme l'acide glutamique 581, l'asparagine 645 et l'histidine 710 qui 

correspondent dans la séquence de NEP a l'acide glutamique 584, l'asparagine 650 et 

histidine 71 1 (Figure 2 et 4). II est important de rappeler que l'acide glutamique 

581 et l'asparagine 650 participent au mécanisme catalytique de la NEP (Le Moual et 

al., 1991; Le Moual et al., 1994) et que l'histidine 711 est importante pour la 

stebilisation de l'état de transition (Dion et a1.,1993). En plus, PHEX possède huit 

sites potentiels de N-glycosylation sur son domaine extracellulaire. La glycosylation 

assure a la NEP un repliement correct, un transport adéquat jusqu'a la membrane 

plasmique et une activité enzymatique normale (Lafrance et al., 1994). Pour le 

moment. il a été démontré que PHEX est glycosylée (Ruchon et al., J Bone Miner 

Res, in press; troisième chapitre de cette thèse), mais les corrélations entre la 

glycosylation et les propriétés de PHEX n'ont pas encore été vérifiées. 



Figure 4 - Repmshtation sch6matique du g h e  et de la protéine PHEX 
(Tenen house, 1999). 

Les domaines cytoplasmique, transmembranaire et extracellulaire sont 

représentes, le dernier possbdant les 10 cystdines et le motif de liaison 

au zinc. Les zones de dbletion des mutations Hyp et Gy sont aussi montrées. 



A13.2.3) Distribution twauhiie 

Le rapport initial du gène PHEX indiquait qu'il serait très peu exprimé dans 

la majorité des tissus. En effet, les difficultds A daliser des Northem blots et A 

identifier des clones dyADNc ont ete nombreuses (HYP consortium, 1995). 11 fhut 

mentio~er  que jusqu'ii présent, seulement une auence EST de PHEX a étd 

identifiee, provenant d'une iibraine d'ADNc de dent incisive de rat. Ce clone 

contient - 470 nucléotides en amont de la méthionine initiale, La séquence codante 

complète de la protéine et - 2,5 kb de région 3 ' nomtraduite (Francis et al., 1997; 

GenBank accession # R47026). Phisieurs etudes ont éte entreprises dans le but de 

définir les sites d'expression physiologique du gène PHEX, en se rappelant quYime 

hypophosphatémie persistante due à une perte de phosphate au niveau des reins etait 

le point cardinal de XLH. De plus, des études antérieures avaient ddmontré un defaut 

intrinsèque des ostéoblastes de souris Hyp dans la minéralisation de la matrice 

osseuse, après transplantation de ces cellules mutantes chez des souris normales 

(Ecarot-Charrier et al., 1988; Ecarot et al., 1992). Des études indépendantes avaient 

également suggéré un défkut spécifique dans le développement de la dentine 

secondaire chez les patients HYP (Shields et al., 1990). Ces expériences indiquaient 

un rôle important pour PHEX dans les reins, les os et les dents. En tenant compte de 

ces données, nous avons choisi de vérifier k s  sites d'expression de PHEX chez la 

souris et d'étudier son ontogenèse, par des techniques d'hybridation in sita des 

ARNm et de Northem blot. Cette étude (Ruchon et d, 1998; d e d m e  chapitre de 

cette thèse) a démontré que les os et les dents, et au niveau cellulaire les ostéoblastes 

et les odontoblastes, sont les sites d'expression les plus importants des ARNm de 

Phex. D'autres études indépendantes, réahées parallélement, ont suggdré la présence 

des ARNm de PHEXIPhex dans les os, poumons et ovaires humains (Beck et al., 

1997; Grïeff et al., 1997) ainsi que dans les os de la souris (Du et al., 1996; Beck et 

al., 1997) par des techniques de RT/PCR, de ïibonuclease protection assayt' et de 

Northern blot. Aucuw étude n'a jamais rapporté d'expression de PHEXIPhex dans le 

rein, 

Aprts avoir détermin6 la d i s t r i i o n  des ARNm de Phex, nous avons étudié 

l'expression de la protéine chez la souris n o d e  et son mutant Hyp. Les résuhats 



confirment la présence de Phex daas les ostéoblastes ostéocytes et odontoblastes, de 

même que son absence chez les cellules moins différenciées de la lignée 

O stéo blast ique (préostéoblastes et précurseurs), inhiquant que PHEX/Phex est un 

marqueur des cellules différenciées des tissus minéralises. L'absence de Phex, au 

niveau des ARNm et de la protkiae, a aussi été ddmontrée chez le Hyp (Ruchon et 

al., 2000; tmisiéme chapitre de cette these). 

A.1.2.2.4) Substrats et fonctions physiologiquesi potentielles 

Une seule &ude a rapporté jusqu'à maintenant une évidence expérimentale 

d'une activité endopeptidasique pour PHEX (Lipnian et al., 1 998). Cette étude ddcrit 

la dégradation in vitro de la r6gion amino-terminale active du parathormone (PTHI. 

4 par des extraits de cellules Cos exprimant PHEX recombinante, dont la sdquence 

a t té  dérivée d'une tumeur responsable pour un cas d'OH0 ("Oncogenic 

Hypophosphaternic Osteomalacia" - voir section B de cette revue pour plus de 

détails). La même étude a demontré que, contrairement A NEPy PHEX ne possède pas 

d'activité dipeptidy lpeptidasique, exemplifié par son incapacité d' hydro üser la [D- 

Ala,Leu]enképhaline. Ce fkit va de paire avec l'absence de l'arginine 102 daas la 

séquence de PHEX, un résidu essentiel pour cette activité chez NEP. 

Sachant que les ostéoblastes, les ostéocytes et les odontoblastes sont les 

principales cellules exprimant PHEX et sans connaître son substrat physiologique, il 

n'est pas évident de comprendre comment la perte de fonction de PHEX cause la 

perte de phosphate au niveau des reins ainsi que des ddfiîuts de minéralisation au 

niveau des os et des dents. En ce qui concenie l'hyperphosphaturie, il a et6 présumé 

que, en agissant comme une ectoeliyme, PHEX pouvait métaboliser un facteur 

circulant impliqué dans le contrôle de la réabsorption du phosphate au niveau des 

reins, soit en clivant le prkurseur d'une hormone capable de réabsorber le 

phosphate, pour produire sa forme active, soit en inactivant uw hormone 

phosphahrique (Eco-, 19%; Nesbitt et Drezner, 1996) (Figure 5). Cette hypothèse 

a été soutenue par les études de parabiose (Meyer et al., 1989) et de "cross- 

transpiantation" (Nesbitt et al., 1992) gui suggèrent l'existence d'un facteur humoral 



Normal HYP OH0 
PKEX fonctionnelle PHEX non-fonctionnelle hmew 

Hormone non-inactivée inactivation de  hormone par PHEX Sécrétion augmentée 
(phosphatonine) de l'hormone active fl concentraaicm de l'hormone active) 

Concentration réduite de !'hormone qui inhibition de la réabsorption inhibition de la résbsorption 
inhibe la réabsorption rénale de Pi et rénale de Pi et réduction & la rénale de Pi et dduction de la 

réduit la concentration de 1 ,X(OQD, concentration de 1 ,Z(OQD3 concentration de 1 JS(OQD3 

Figure 5. Mécanisme d'action hypothétique de PHEX et 
la pathogenèse de XLH et d'OH0 (Nelson et a&, 1997). 



comme la cause de la perte rénaie de phosphate. Elle a aussi ét6 supportée par les 

travaux de Lajeunesse et collaborateurs (1996) qui indiquent la production etfou la 

modification, par des ostéoblastes, d'un facteur humoral qui inhiiirait le cotransport 

de Na-Pi par des cellules 6pithéliales rénales. Par rapport aux defauts de 

minéralisation au niveau des os et des dents, il a été suggérd que PHEX aurait 

d'autres fonctions indépendantes de ces effets dans le transport rénal de phosphate, y 

compris la régulation de la minéralisation osseuse (Figure 6). 

La dégradation in vitro de PTH par PHEX suggère que PTH est son substrat 

physiologique et aussi, possiblement, la phosphatonine, I'homione phosphaturique 

circulante hypothétique (Econs et Dremer, 1994), responsable pour 

I'hypophosphatémie des patients OH0 et possiblement XLH (Econs et Dremer, 

1994; Hewison, 1994; Rowe, 1994). Néanmoins, l'homéostasie du calcium est 

généralement préservée chez les patients OH0 et XLH, les taux sanguins de PTH 

sont normaux ou seulement légèrement augmentés et la majoritd des travaux ont 

exclu PTH et PTHrP comme Qs responsables de I'hypophosphatémie de ces 

désordres (Cai et al., 1994; W i  et k, 1995; Nelson et al., 1996; Kumar, 1997). 

Cependant, il reste la possibilité que PHEX ait plusieurs substrats et que, 

particulièrement au niveau des ostiobiastes, elle module la biodisponibilité et 

l'activité de PTH. Il &ut mentio~er ici qu'une récente étude vient de démontrer la 

présence des ARNm de PHEX, par la technique de RPA ("RNase protection assay"), 

dans les parathyroïdes humaines, fkit qui suggére un rôle pour PHEX envers la 

régulation de la PTH (Blydt-Hansen et ai., 1999). ParalMement, PHEX pourrait 

aussi moduler l'activité d'autres honnones/facteurs, y compris la phosphatonine, 

produits et/ou modifiés par des ostéobiastes, spécifiquement impliqués dans la 

regdation de la réabsorption de Pi, dans la maturation des ostéoblastes et dam la 

minéralisation de la matrice osseuse. 

Le rôle potentiel de PHEX dans la minéralisation de l'os a été "investigué" 

récemment O[iao et al., 1998). Les auteurs ont caractérisé et utilisé des cultures 

d'ostéoblastes immortalisés, dérives des souris n o d e s  et Hyp transgéniques pour 

le virus simian 40 (SV40, bbsimian Wus 40"). Comparées aux ostéoblastes dérives 

des souris normales, les cultures dérivées des souris Hyp montraient une réduction de 



Figure 6 - Reprhentation schematique du mhnisme d'action 
hypoth6ttique de PHEX au niveau des os et de ses substrats 
peptidiques circulants (Taenhouse, 1999). 

Ce modele implique PHEX dans l'activation ou l'inactivation des facteurs 
peptidiques, produits dans l'os ou circulants (les substrats de PHEX [SI) 
et la formation des produits peptidiques actifs ou inadifs (les produits de 
PH EX [PI). Au niveau des os, les peptides actifs agiraient de façon 
autocrine ou paracrine au niveau de la régulation de la croissance, de la 
différenciation etlou de la rnin6ralisafion. Au niveau des reins, les peptides 
actifs seraient impliques dans la régulation de la r6absorpüan de Pi, via 
Nptl et Npt2, et dans la synth8se etlou degradation de la forme active de 
la vitamine D. 



l'accumulation de " ~ a  dans la matrice extracellulaire associée A une diminution de 

la formation des nodules de mindraiisation. De pius, en utilisant des expériences de 

coculture des ostéoblastes normaux et Hyp, ils ont mis en évidence la production 

d'un facteur soluble par les ostéoblastes Hyp, qui bloquerait la minéralisation de la 

matrice extracellulaire par les ostéoblastes normaw. De cette fàçon, les auteurs ont 

confirmé que l'absence d'activité de Phex était associée B une dysfonction des 

ostéoblastes ainsi qu'a une minéralisation ddfectueuse in vitro. De plus, I'hypothése 

que l'absence de fonction de Phex soit associée il l'accumulation d'un fzteur produit 

par des ostéoblastes qui inhirait la rninéraiisation de la matrice osseuse a été 

démontrée in vitro. 

Egaiernent, l'expression de Phex, au niveau des ARNm et de la protéine, a ét6 

récemment rapportée en relation avec le processus de différentiation des ostéoblastes, 

de la minéralisation de la matrice osseuse et en réponse B l'administration de la 

vitamine D active [1 ,2S(OH)2D3 ou vitamine D3] (Ecarot et Desbarats, 1999). Cette 

étude a utilisé des cuitures primaires d'ostbbiastes dérivées de la calvaria ainsi que 

la Lignée d'ostbblastes de souris MC3T3-El, et a mggM une corrélation entre la 

différenciation des ostéoblastes et l'induction de l'expression du gène Phex Elle a 

aussi démontré i'inhi'bition de l'expression de Phex par la vitamine D3. La possibilité 

d'une modulation de l'expression de PHEX par le vitamine Dj avait été suggérée par 

la présence d'un VDRE (%amine D respoasive element") dans les voisinages du 

gène PHEX (Rowe et al., 1996). 



B) L'homéostasie du phosphate et les désordres cliniques du transport 

de phosphate 

Le phosphate inorganique (Pi) est un nutrient essentiel tant en terme de 

fonctionnement cellulaire que de minéralisation du squelette. Il est essentiel comme 

source de phosphate pour I'ADN, I'ARN, les protéines et les phospholipides 

membranaires ainsi que pour les processus cellulaires comme la glycolyse, la 

glyconéogénèse, le métabolisme énergétique, la phosphorylation des molécules de 

signalisation intracellulaire, etc. Par conséquent, les perturbations qui altèrent les 

concentrations de Pi dans l'organisme sont responsables d'anomalies cliniques et 

biochimiques. Les problèmes cliniques associés a une hypophosphatémie chronique 

comprennent le rachitisme et l'ostéomalacie, la rhabdomyolysis et les 

cardiomyopathies. Les concentrations trop élevées de Pi, présentes par exemple chez 

les porteurs de faillite (défaillance) rénale, induisent l'hyperparathyroidisme 

secondaire et ses complications (révisé par Amiei et al., 1996). 

B. 1) L'homéostasie du phosphate 

Ainsi que pour les autres substances inorganiques essentielles, le contenu 

corporal de Pi en général et de Pi plasmatique en particulier est déterminé par un 

bilan entre l'absorption intestinale et l'excrétion rénale. Le phosphate est 

suffisamment abondant dans les aliments naturels pour que le déficit de phosphate dû 

à la diète soit très rare. 11 se présente seulement dans des cas de privation extrême 

d'alimentation. L'ingestion de phosphate par un individu adulte normal varie de 0,8 a 

l,5 grammes par jour. Environ 75% du phosphate ingéré est absorbé au niveau de 

l'intestin, étant incorporé au pool extracellulaire de phosphate inorganique qui 

s'équilibre entre le sérum et l'os. Le phosphate absorbé peut être éliminé par les 

reins. incorporé dans des composants organiques des cellules en prolifération ou 

déposé comme le composant minéral de l'os (l'hydroxyapatite). Environ 85% du 

phosphate total de l'organisme est présent dans les os comme hydroxyapatite. 

Pendant les périodes de pnvation sévère, surtout si l'ingestion calorique est adéquate, 

le phosphate présent dans le minéral de l'os constitue l'unique source alternative 

pour les nécessités métaboliques de l'organisme, de sorte qu'il existe une perte nette 



de phosphate de l'os due tant à l'inhiiition du processus de minéralisation que de la 

stimulation de k résorption de l'os. Chez les individus en phase de croissance, la 

déposition de phosphate dans l'os est responsable du destin de la majorite du 

phosphate retenu de la ditte. Cependant, même chez les individus en croissance, 

seulement un petit pourcentage du phosphate de la diète est retenu. La majorité du 

phosphate absorbé est excrétée dans i'urine. 

La concentration &rique de Pi varie en fonction de l'âge chez l'Homme : de 

3,8 à 5,5mg/d1(1,23 à 1'77 mM) chez l'enfant et de 3,O à 4,5mgldl(OY97 B 1,45 mM) 

chez l'adulte. Le Pi sérique est nitré par les glomérules rdnawc et à peu près 80% du 

Pi filtré est réabsorbé. Les reins excrètent efficacement l'excès de Pi plasmatique par 

des processus régulés par des hormones. Phisieurs hormones et îàcteurs comme la 

parathormone (PTH), La 1,25-dihydroxyvbmhe D [1,25(0&&, vitamine D3], 

l'hormone de croissance (GH), l'insuline et les facteurs apparentés à l'insuline (IGF) 

altèrent la réabsorption rénale de Pi Cependant, aucune de ces hormones ou facteurs 

ne sont spécifiques pour la réguiaiion de la concentration de Pi. Par exemple, la PTH 

et la 1 ,25(O&D3 sont aussi responsables du contrôle des concentrations sériques de 

calcium (Ca), et le GH, i'insuiine et I'IGF participent h d'autres processus 

mktabo Iiques comme l'anabolisme, l'homéostasie du giucose et la croissance 

cellulaire. L'homéostasie du Pi est inséparable de celle du calcium pour deux raisons 

principales: la concentration de chacun de ces ions dans les fluides corporaw est 

limitée par la concentration de l'autre, et les deux sont demandes en proportions fixes 

pour la min6ralisation de l'os. Md@ cette mrrélation, il a été suggérd qu'il serait 

biologiquement utile à l'organisme d'avoir un facteur ou une hormone qui réponde 

spécifiquement aux altérations de Pi, sans avoir paralelement des effets sur d'autres 

molécuIes, y compris le Ca (Kumar, 1997). Jusqu'à présent, malgré plusieurs 

évidences qui suggèrent l'existence d'une telle substance (Cai et al., 1994; Emns et 

Dremer, 1994; Kumar, 1997) et qui ont même iaduit une appelation pour un Meur 

phosphatunque circulant hypothétique, la phosphatonioe (Econs et Dremer, 1994)' 

ce fàcteurlhormone spécifique au contrôle des niveaux de Pi extracel iub n'a pas 

été identifié. 



B.1.1) L'absorption intestinale de phosphate 

Environ 70% du Pi ingéré est absorbé principalement au niveau du duodénum 

et du jéjunum, le pourcentage variant inversement avec la quantité ingérée. Le 

contrôle homéostatique principal de l'absorption intestinale est réalisé par la 

vitamine D dans sa forme active, la 1,25-dihydroxyvitamine D (vitamine D,). La 

vitamine D3 stimule l'absorption de Pi et de Ca et inhibe leu. sécrétion vers le lumen 

intestinal. L'effet de PTH dans l'absorption intestinale de Pi est indirect, via la 

stimulation de la synthèse rénale de vitamine Di. Il constitue un système de feed- 

back négatif où l'a~~gmentation ou la diminution de Ca plasmatique associée aux taux 

décroissants ou croissants de PTH peuvent baisser ou a ~ ~ m e n r e r  l'absorption 

intestinale de Ca et Pi. 

B.1.Z) Le transport rénal de phosphate 

Le rein est l'organe clé dans l'homéostasie du phosphate (révisé par Mizgala 

et Quamme. 1985). L'excrétion rénale de phosphate est déterminée par le bilan entre 

les taux de filtration glomérulaire et de réabsorption tubulaire. Le Pi est librement 

filtré au niveau des capillaires glomérulaires (sa concentration dans l'ultra-filtrat 

glomémlaire correspond à environ 90% de sa concentration plasmatique). 
CI 

Cependant, le pourcentage de Pi filtré depend de la concentration sérique de Ca, et 

elle diminue progressivement dès que les taux de calcium dans le plasma dépassent 

10.5 mgidl. 

Une fois filtré. le Pi est réabsorbe dans les tubules. Le transport 

transépithélial de phosphate de la lumière du tubule vers le compartiment sanguin 

implique sa captation par la membrane de la bordure en brosse, l'acheminement 

intracellulaire et I'efflux à travers la membrane basolatérale (Murer et al., 1991). 

L'étape initiale de ce transport épithélial, c'est a dire l'entrée de Pi dans les cellules 

tubulaires, depuis la lumière, en constitue l'étape Iimitante (Murer et al., 1991; révisé 

par Murer et Biber, 1996: et par Murer et al., 1998). Des études cinétiques ont 

démontré que le transport de Pi est réalisé par des systèmes de cotransport Na-Pi, un 

de haute capacité et basse affinité, l'autre de basse capacité et haute affinité, et que la 



majorité de ce transport était réalisé dans le tubule proximal (Walker et al., 1987). En 

fait, la partie contournée et la plus longue de ce tubule réabsorbe plus de 60% du Pi 

filtré à travers les deux systèmes de cotmnsport, pendant que la partie droite @ars 

recta) en assure la capture de 15 à 20% à travers un mécanisme de haute aff i té  et 

basse capacité (Walker et al., 1987; Tenenhouse et al., 1989). C'est aussi dans ces 

segments que la modulation du transport de Pi s'exerce : le siège de l'adaptation à 

l'apport alimentaire est principalement le tubule contourné précoce, tandis que celui 

de la réponse à l'hormone parathyroïdienne est la pars recfa (Demis et al., 1977). Le 

transport de Pi dans les parties distales du néphron est quantitativement minoritaire et 

ses modalités y sont encore mal connues (Amiel et al., 1996; Gmaj et Murer, 1986). 

B.l.2.1) Mécanismes cellulaires de transport de phosphate 

Le transport de Pi a travers l'épithélium du tubule rénal est un phénomène 

complexe. L'entrée apicale de Pi, effectuée contre un +-dient élecuochimique, est 

assurée par des systèmes de c o m s p o n  sodium-phosphate (NaPi), dont 

l'identification moléculaire, au cours des dernières années, constitue une avancée 

majeure dans la compréhension du fonctionnement tubulaire. Les mécanismes de 

l'entrée de Pi par le côté basolatéral de la cellule sont encore incertains. 

Bien avant 1 'identification moléculaire des transporteurs de Pi, différentes 

études in vivo (clearances, microponctions) et in vitro (microperfusions tubulaires, 

fractionnement cellulaire, culture des cellules tubulaires, microvésicules 

reconstituées à p d r  de la membrane) ont suggéré qu'un cotransporteur de Na-Pi 

localisé dans la bordure en brosse rénale déterminait le taux de transport 

transépithélial au niveau du tubule proximal et était la cible des altérations 

physiologiques/pathophysiologiques de la réabsorption de Pi (révisé par Murer et 

Biber, 1992). Il a été démontré que les propriétés de ces cotransportem étaient en 

conformité avec la cinétique de Michaelis-Menten, quantifiées par une constante 

d'affinité (Km) pour Pi avec Na, par une capacité de transport limitée ou sanirable 

(Y,,) et par un transport dirigé par un gradient de concentration intracellulaire de 



Na. Récemment, différents cotransporteurs Na-Pi de haute afnnité et basse capacité 

ont été clonés et sous-classés en trois familles ou sous-types. 

B.l.t.l.1) Variétés moléculaires des transporteurs de Pi 

Le premier ADNc des transporteurs de Pi, appelé NaPi-1, a été isolé à partir 

de rein de lapin par la technique de clonage et expression ("expression cloning") 

dans les oocytes de Xenopus laevis en 199 L (Werner et al., 199 1). Cette découverte a 

été suivie par celle de deux autres transporteurs, NaPi-2 et NaPi-3, isolés a pmir de 

librairies d'ADNc de cortex rénal de rat et humain respectivement (Mangagnin et al., 

1993). Les comparaisons de séquences détaillées ainsi que les études d'expression 

indiquaient que NaPi-1 et NaPi-23 étaient des protéines différentes. fait qui a 

suggéré l'existence des sous-classes de ces transporteurs rénaux de Pi, et la 

dénomination de ces sous-classes en Type 1 (NaPi-1) et Type II (NaPi-23) (Murer et 

Biber. 1994 et 1996). Des homologues de NaPi-1, donc transporteurs de Type 1, ont 

été identifiés. soit dans les reins chez l'Homme (NPTI; Chong el al.. 1993), le rat 

(rNaPi- 1 ; Li et al., 1995) et la souris (Npt- 1; Chong et a/., 1995), soit dans le cerveau 

chez le rat (rE3NET; Ni et al., 1993 et 1995) et l'Homme (hBNPi; Ni et al., 1996). Des 

homologues de NaPi-Z3, donc transporteurs de Type 11, ont été isolés a partir des 

cellules de rein d'opossum (NaPi-4; Sorribas et al., 1994), des cellules épithéliales de 

rein bovin, NBL-1 (Helps et al., 1995), de l'intestin et rein du carrelet (;LrTaPi-5; 

Werner et al., 1994; Kohl et al., 1996), de rein de lapin (NaPi-6; Verri et al., 1995) et 

de rein de souris (NaPi-7; Collins et Ghishan, 1994; Hartmann et al., 1995). Deux 

autres conansporteun de Pi, classifiés comme NaPi Type III, ont été récemment 

identifiés: Glvr-1, le récepteur du virus B de la leucémie féline et du singe gibbon, et 

Ram- l ,  le récepteur du virus de la leucémie murine (PiT-1 et PiT-2, respectivement; 

Olah et al., 1994; Kavanaugh et al., 1994; Kavanaugh et Kabat, 1996). 

B.l.Z.l.l.1) Le transporteur NaPi T-ype I 

Les protéines de la famille du transporteur NaPi Type I (NaPi-1) sont 

présentes au niveau des reins, du foie et du cerveau, et possèdent environ 60-64 kDa 



de poids moléculaire pour 465-476 résidus d'acides aminés. Bien que leur topologie 

membranaire n'ait jamais été démontrée expérimentalement, il a été proposé qu'elles 

traversent la membrane plasmique 6 a 10 fois. Par rapport a l e m  propriétés 

fonctionnelles, il n'a pas été possible d'établir avec certitude leur rôle exact jusqu'à 

présent. Une activité de cotransport Na-Pi a été rapportée pour le clone humain et 

celui de rat, en contraste avec le clone de lapin, mais des données récentes suggèrent 

qu'il pourrait aussi se comporter comme un canal anionique perméable au chlore et à 

d'autres anions organiques (Murer et al., 1994; Vem et al., 1995: Quabius et al., 

1995: Busch et al., 1996). Ceci a suggéré l'hypothèse que le NaPi-I soit une protéine 

bifonctionnelle (un transporteur de Pi et un canal de conductance anionique). 

L'importance physiologique de protéines NaPi-I n'est pas non plus évidente. 

Plusieurs études ont écarté un rôle fondamental de ces transporteurs dans la 

réylation de l'homéostasie corporelle du Pi (Li et of., 1996; Tenenhouse er al., 

1998). Cependant. une corrélation entre les niveaux de NaPi-1 et le métabolisme du 

ducose dans le foie de rat a été rapportée. suggérant l'hypothèse que le NaPi-1 puisse 
C 

servir a combler la grande demande de Pi dans le foie, les reins et le cerveau, organes 

possédant un très haut niveau de métabolisme glucidique (Li et al.. 1996). 

B.1 .Z. 1.12) Le transporteur NaPi Type II 

Peu de temps après son identification, des évidences fonctionnelles et 

physiologiques ont établi le rôle dominant des protéines de cette famille dans la 

réabsorption de Pi. Des sondes d'acides nucléiques et/ou I'anti-serum dérivé 

d'immunisations avec des peptides synthétiques ont été utilisés pour quantifier les 

niveaux des ARNm et des protéines NaPi-II en réponse à des altérations 

physiologiques (Levi et aL, 1994; Kempson et ai., 1995). Des techniques 

d'immunohistochimie ont été employées pour démontrer leur localisation apicale 

restreinte aux bordures en brosse des tubules proximaux rénaux (Custer et al., 1994). 

Récemment, I'expression intestinale de NaPi-II a été demontrée chez la souris 

(Tenenhouse et al., 1998). 



Les protéines NaPi-II comportent environ 650 acides aminés pour une masse 

de 80-90 kDa et contie~ent des sites de N-glycosylstion et des sites potentiels de 

phosphoryktion par la p r o t h  kinase C. La liaison avec le Pi est en conformitd avec 

la cinetique de Michaelis-Menten, avec un K, entre 20 B IOOpmyl selon l'espèce 

étudiée. Le sodium agit d'une façon coopéraîive avec le transporteur à une 

stoichiométrie de 3 Na+ pour 1 Pi, et les protons diminuent I ' f i i t é  du transporteur 

pour le N$, illustrant la dépendance caractéristique de la réabsorpion de Pi au pH 

(Busch et al., 1994; révisé par Werner et û1., 1998). Bien que la topologie des 

protéines NaPi-II soit extrêmement ditncile à "investiguer", un modéle d'une 

protéine avec 8 domaines transmembranaires a été suggéré (Figure 7). Trois de ces 

régions ont étd démontrées expérimentalement comme faisant partie des domaines 

cytoplasmique ou extraceiiulaire. La granâe boucle entre les tegiom hydrophobes 3 

et 4 est glycosylc!e, donc extracellulaire (Hayes et ai., 1994)' pendant que les 

extrémités N et C-temiinales sont intracytoplasrniques (Kohl et al., 1998). 

En ce qui concerne la moduiation de l'expression de transporteurs NaPi-II, il 

a été démontré que les niveaux plasmatiques de PTH et les taux d'ingestion de Pi 

sont des facteurs régulateurs primordiaux (Levi et al., 1994; Kempson et al., 1995; 

revisé par Murer et al., 1998). La PTH est un inhibiteur très puissant du 

cotransporteur NaPi-II, ses effets étant associés à la réduction de la V, du 

cotransport de sodium et phosphate par la bordure en brosse rénale, ainsi qu'à 

l'endocytose suivie de la digestion du cotranrporteur dans les lysosomes. Le retour 

au niveau normal des transporteurs après une inhicbition par la PTH requiert une 

synthèse de novo des protéines. La privation chronique de Pi induit uw réponse 

adaptative très complexe qui aboutit à une augmentation de l'expression de NaPi-II 

(ARNm et protéine). L'effet contrain peut etre observt! lors d'une surcharge de P i  

Récemment, le rôle fondamental des transporteurs NaPi-iI dam l'homéostasie 

du Pi a été démontré par l'inactivation du g&ne Npt2 chez la souris (Beck et al., 

1998). Les mutants homozygotes (NP&) prdsentent m e  hyperphosphatune, une 

hypophosphatémie, une augmentation appropride de la concentration sérique de 

1,25(OH)&, suivie d'byperdcérnie, d'hypercalciurie et des niveaux de PTH 

plasmatique réduits. Par rapport au développement du squelette, ces mutants 



Figure 7. Repbentation schematique du cotransporbur 

NaPi Type II (NaPi-2, rat; Murer et al., 1998). 

Les num&os indiquent les residus d'acidesaminés,et les deux 

sites de N-glycosylation connus sont aussi repr6sentbs. 



présentaient, au moment du sevrage, des os trabéculaires peu développés et une 

ossification secondaire retardée. Cependant, ces anormalités disparaissaient avec le 

temps. Les animaux homozygotes ( ~ ~ t P - 1  n'ont jamais développé ni rachitisme ni 

ostéomalacie. 

B.1.2.1.13) Le transporteur NaPi Type III 

La plus récente famille de transporteurs NaPi a été à l'origine identifiée 

comme étant des récepteurs retroviraux (Glvr-1 et Ram-1; O'Hara et al., 1990; van 

Zrijl et al., 1994: Miller et al., 1994). L'ne identité de -25% avec une possible 

perméasc de Pi de Neurospora crassa a suggéré un rôle potentiel dans le transport de 

Pi pour ces protéines membranaires (Kavanaugh et al., 1994). Il a été ensuite 

démontré que les deux récepteurs, Glvr-l et Ram-1, induisent le transport de Pi d'une 

façon dépendente de Na- après l'expression dans les oocytes de Xenopus 

(Kavanaugh et al., 1994). 

Les membres de la famille de protéines NaPi-III sont presque ubiquitaires 

(Kavanaugh el al., 1994: Tenenhouse et al.? 1998) et présentent une topologie 

similaire avec deux domaines hydrophobes, qui croisent la membrane plasmique 5 à 

6 fois. liés par un boucle hydrophile. II a été suggéré que ces systèmes de transport 

soient impliqués dans la capture du Pi par de très nombreux types de cellules, rénales 

et non rénales. Le patron d'expression élargie ainsi que leur capacité a s'adapter à 

des altérations de la concentration extracellulaire de Pi a suggéré un rôle de protéines 

"housekeeping" pour NaPi-III au niveau cellulaire (Kavanaugh et Kabat. 1996; 

Werner et al., 1998). Sa localisation cellulaire, basolatérale ou apicale, ainsi que la 

modulation de ce système de transport par les différentes voies de signalisation 

intracellulaires restent à déterminer. 



B.2) Les désordres chiques d i  hmmport de phosphite 

La minéralisation des os dépend en grande partie d'une régulation appropriée 

de la disponibilitb du phosphate inorganique (Pi) et du calcium (Ca). Pi et Ca sont les 

principaux constituants de l'hydroxyapaîite, le composant minéral de l'os. Puisque Pi 

est une partie intégrante de la matrice osseuse, la déplétion de Pi associée k des 

concentrations très basses au niveau plasmatique et extraceliulairr 

(hypophosphat%mie), d6termine des défauts & La minéralisation du squelette. La 

conséquence d'une hypophosphatémie chroniqw chez l'enfant est le rachitisme, 

alors que chez l'adulte c'est l'ostbmalacie. Les déhuts de minéralisation sont 

traduits par une accumuiation d'ostéoide excessive ii travers le squelette. 

Les désordres cliniques associés au rachitisme et/ou a l'ostéomalacie 

hypophosphatdmique peuvent être héréâitaires ou acquis. Les formes héréditaires 

sont classifiées en deux groupes. Le premier rassemble les hypo phosphatémies 

causées par une réponse anormale de l'organisme ii la régulation par la vitamine D3. 

De ce groupe font partie les dbsordres provenant de i' mcapac ité fonctionnelle ou 

d'un manque de l'enzyme rénale la-hydroxylase, responsable pour la conversion de 

la forme hépatique de vitamine D (25-hydroxyntamine D) en sa forme hormonale 

active, la vitamine D3 [1,25(OH)2D3], ainsi que les désordres résultants des débuts 

au niveau du rdcepteur de la vitamine D3. Le deuxieme groupe des 

hypophosphatémies héréditaires est associé à une réabsorption a n o d e  de Pi par les 

tubules rénaux, résuitant dans la perte de Pi. Deux syndromes de ce groupe ont été 

bien caractérisés, le rachitisme fiunüial hypophosphat6mique, lie au chromosome X 

et résistant à la vaamine DI (HYP, XLH pour "X-linked hypophosphaternia"), et le 

rachitisme hypophosphat&nique hkeditaire autosornique avec hyperdciwie 

(HHRH). Les formes acquises d'hypophosphatdmie seront représentées ici par 

l'ostéomalacie hypophosphatémique oncogénique (OHO), un syndrome rare associe 

à la présence d'une tumeur, et qui est caractérisé par des anormalités biochimiques et 

radiologiques très semblables B celles présentes chez des patients porteurs des 

O st éomaiacies hypo pbosphaténiiques héréditaires. 



Pour une meilleure comprehension de cette thèse, le rachitisme familial 

hypophosphatémique, le rachitisme héréditaire autosornique avec hypercalciurie et 

l'osdomalacie hypophosphatérnique oncogénique seront décrits en plus de détails 

(Tableau III). 

B.Z.1) Le rachitisme famüial hypophosphatémique lié au chromosome X 

Le rachitisme familial hypophosphatémique lié au chromosome X (HYP, 

XLH, aussi connu comme rachitisme résistant à la vitamine D) est la forme la plus 

fréquente de plusieurs désordres Mendéliens de l'homéostasie du phosphate 

inorganique (Pi) (McKusick, 1994). Elle est transmise d'une façon dominante et sa 

fréquence est de 1:20000 naissances chez l'homme (révisé par Rasmussen et 

Tenenhouse, 1995; et par Tenenhouse, 1999). Le gène responsable de XLH a été 

récemment identifié et nommé PHEX pour "Phosphate regulating gene with 

homology to Endopeptidases on the .X chromosome" (voir section -4.1.2.2 de cette 

these i .  

B.2.1.1) Aspects cliniques et biochimiques de XLH 

Les enfants porteurs de XLH présentent, avec une grande variabilité, un 

retard de croissance associé a une courbature fémorale eVou tibiale, une 

hypophosphatémie bien établie, des niveaux plasmatiques de phosphatase alcaline 

élevés. des signaux radiologiques évidents de rachitisme ainsi qu'un retard de la 

dentition et des abcès dentaires périodiques des leur première année. Avec la puberté 

et l'arrêt de la croissance des os, les signaux radiologiques d'ostéomalacie persistent, 

des pseudo-fractures se produisent, mais paradoxalement la masse totale de 1'0s 

aqgnente, due à un aYmdissement important de la matrice osseuse minéralisée de 

manière incomplète. Outre les abcès dentaires spontanés et périodiques, les défauts 

de minéralisation de la dentine, impliquant la formation d'une dentine 

interglobulaire, associés à des chambres pulpaires élargies, sont des anomalies 

dentaires fréquentes chez ces patients (révisé par Rasmussen et Tenenhouse, 1995; et 

par Tenenhouse, 1999). 



Io heritancc 
Age o f  onsct 
Clinical fcaturcs 

Short stature 
Bone pain 
Fernord bowing 
Muscle wcakness 

Radiologie signs 
Ricktts 
Pseudofracture 
Coarsc ~r&ecuti 

Dental abnclnnaiities 
Calcium rnetablism 

Serurn Ca!* 
i PTH 
Ca, 
Ca absorption 

Phosphate mctabolisrn 

N-LN 
N-HN 
L 
L 

N-HN 
LN 
H 
H 

N-LN 
N-HN 
L 
L 

Semm phosphate 
TmP!G FR 
Alkaline phosphatase 

Vitamin D meta!mtisrn 
Serum 2S(OH)D 
Serum 1 .ZS(OH )?D 

25(OH)D 1 a-hydroxylüsc 

N 
N-LN 

N 
LN-L 

Rcsponsc to phosphate Normal 

AR = iiutosnmül rcccssivc: N-LN - nonmat tu low nonnul: iPTH - immuni~cuctivc pr~thyroid hormone: 
N-HN = normal to high d: LN - low normal: L = low: H = high; LN-L = lirw normul tu Itw. 

Tableau III. Comparaison entre les formes de rachitismelost6omaIscie 

héréditaires et Imost60malacie hypophosphatémique oncoghique 
(Rasmussen et Tenenhouse, 1995). 



Les altérations biochimiques de cette maladie sont, outre l'hypophosphatémie 

et 1' augmentation des niveaux sériques de phosphatase alcaline, une normocalcémie 

ou légère hypocalcémie, des taux plasmatiques de PTH normaux ou légèrement 

a~~men té s ,  et des défauts combinés au niveau du rein, soit dans la réabsorption de Pi 

par des tubules proximaux (une TmPIGFR réduite), soit dans la régulation du 

métabolisme de la vitamine D (une concentration de vitamine D3 normale ou 

normale basse, qui ne correspond pas a u  niveaux d'hypophosphatémie présents 

dans cette condition). 

B.2.1.2) La pathogenèse et les modèles animaux de XLH 

Beaucoup de nos connaissances actuelles sur la pathophysiologie de XLH ont 

été dérivées d'études utilisant les homologues murines de la maladie humaine, les 

souris Hyp (Eicher et al., 1976) et Gy (Lyon et al., 1986). Ces souris sont 

différenciées de leurs frères normaux par l em queues et membres postérieurs 

écounCs ainsi que par leur poids bas. La souris Hyp présente à peu près la même 

symptomatologie que les patients avec XLH et porte une délétion importante dans la 

région 3' du gène Phex, à partir de l'exon 16, mesurant de 18 à 33 kb de longueur 

(Beck et a/., 1997; Strom et ai., 1997; Wang et al., 1999). Cette délétion comporte le 

site actif de l'enzyme et suggère une perte d'activité de Phex comme mécanisme 

physiopathologique de la mutation spontanée Hyp. La souris Gy, par contre, présente, 

en plus de la symptomatologie de la Hyp, une hyperactivité, des malformations de 

l'oreille interne et de la surdité, un comportement cyclique, la stérilité et une 

longévité plus courte (Lyon et al., 1986). La mutation Gy, induite par radiation, est 

traduite au niveau moléculaire par une délétion génomique de 160 à 190 kb. Cette 

délétion comprend la partie 5' du gène Phex, oii se trouvent les régions promotrices et 

les trois premiers exons, ainsi que le gène de l'enzyme spermine synthase, 39 kb en 

amont du gène Phex (Strom et a l ,  1997; Lorenz et ai., 1998; Meyer et al., 1998). La 

délétion du gène de l'enzyme spermine synthase, en plus de celle de Phex, explique 

les différences de symptomatologie entre Hyp et Gy. 



B.Z.l.2.1) XLH/Hyp et le transport de phosphate 

La corrélation entre la perte de fonction de PHEXPhex chez les patients 

XLWsouris Hyp et Gy, et la non réabsorption de phosphate au niveau des reins n'est 

pas directe. La majorité des études concernant cette question a été réalisée avec les 

souris Hyp. II a été démontré que le défaut dans la réabsorption de Pi chez ces 

mutants, localisé au niveau des tubules proximaux par des études de micropuncture 

(Giasson et al., 1977 ; Cowgill et al.. 1979), persiste après une parathyroidectomie, 

est spécifique pour le phosphate et implique une diminution de la V,, d'un 

transporteur Na-Pi de haute affinité et basse capacité présent dans la bordure en 

brosse rénale (Tenenhouse et al., 1978 et 1989). En essayant de comprendre le 

mécanisme impliqué dans la diminution de la V,, de ce transporteur, des études ont 

démontré, premièrement, que l'affinité du transporteur pour le Na, le nombre de 

molécules de Na se liant au transporteur ainsi que la réponse du transporteur aux 

changements de pH étaient normales chez le mutant Hyp (Harvey et Tenenhouse, 

1991). Ensuite, une réduction des cotransporteurs NaPi, de l'ordre de 50% pour ceux 

de Type II (Xptl) et de 20% pour ceux de Type 1 (Nptl) a été rapportée au niveau des 

.4RNm et de la protéine (Tenenhouse a al., 1994; Beck et al., 1996; Tenenhouse et 

Beck. 1996; Tenenhouse et ai.! 1998). Ces résultats indiquent que le défaut dans la 

réabsorption de Pi chez les souris Hyp peut être attribué a une diminution du nombre 

des transporteurs NaPi de haute affinité dans la bordure en brosse rénale. 

La corrélation entre la perte de fonction de Phex et la réduction de 

l'expression des gènes Nptl et Npt2 chez le mutant Hyp n'est pas non plus évidente. 

11 a été suggéré que PHEWPhex soit impliquée dans l'inactivation d'une hormone 

phosphaturique ou dans l'activation d'une hormone conservatrice de Pi (HYP 

Consortium, 1995: Econs et Francis, 1997). Par conséquent, une perte de fonction de 

PHEXlPhex pourrait être associée à un excés d'une hormone phosphatunque ou a un 

manque d'une autre conservatrice de Pi. Comme PHEXPhex n'est pas exprimée dans 

les reins (Du et al., 1996 Beck et ai., 1997 ; Ruchon et al., 1998), le substrat ou le 

produit hypothétique de PHEWPhex doit arriver aux reins par la circulation sanguine. 

En fait, multiples sont les évidences suggérant que le défaut dans le transport rénal de 



Pi chez la souris Hyp est dG A la présence d'un fàcteur circulant anormai. Ces M e s  

seront résumées ci-dessous. 

Des études de parabiose ont dhontré que quand une souris Hyp est Liée via la 

circulation à une souris n o d e ,  cette dernière développe uw hypophosphatémie 

importante due à une diminution de la réabsorption de Pi, ce qui est indépendant de la 

présence de PTH (Meyer et d, 1989a,b). Ces données suggèrent qu'un fkcteu. 

humoraI, dérivé de la souris Hyp, est en train de perfuser les reins de la souris 

normale. Devant le fhit récemment ddcouvert que la mutation Hyp affecte une 

peptidase, il n'est pas clair pourquoi la perte de Pi rénale demeure hcomgée par 

parabiose. Ceci peut s'expliquer par le fait que la protéine présente chez la souris 

normale n'aurait pas accès au facteur humoral dérivé de la Hyp. Cette possibilité est 

en accord avec le niit que Phex soit exprimée principalement dam les os et pas dans 

les reins (Du et al., 1996; Beck et d., 1997; Ruchon et al., 1998). 

Les expériences de transplantation rénale croisée entre les souris nonnales et 

Hyp supportent aussi l'hypothèse de la présence d'un nicteur humoral chez les Hyp. 

Quand un rein d'une souris Hyp est transplanté chez une souris normale, il fo rntionne 

très bien et l'animal ne developpe pas d'hypophosphat&nie. Par contre, chez un Hyp, 

le rein d'une souris nonnale ne réabsorbe pas de Pi efficacement et l'animal persiste 

avec I'hypophosphatémie (Nesbitt et al., 1992). Ces données démontrent que le 

défàut chez le Hyp n'est ni comgé ni transfére par une transplantation croisde des 

reins, et impliquent aussi un facteur humoral comme responsable de la perte rénale de 

Pi. I l  est important de mentionner ici qu'une transplantation pareille avait été réalisée 

chez l'homme, avec des résuitats semblables (Morgan et al., 1974). 

L'évidence directe de la présence d'un facteur humoral responsable de 

l'inhibition du transport rénal de Pi chez la souris Hyp a été fournie par la 

démonstration que le &mm des souris Hyp, ainsi que le milieu de culture des 

ostéoblastes Hyp, irhi'bait le cotransport Na-Pi par des cellules rénales minines en 

culture primaire (Lajemesse et al., 1996). Ces données indiquent que les ostéobkstes 

Hyp sont responsables de la rékhe et/ou de la modification d'un oicteur humorai qui 

inhibe le cotransport Na-Pi par les cellules épithéliales rénales. La démonstration de 



l'expression de Phex de préférence au niveau des os est consistente avec ces rdsultaîs 

(Beck et al., 1997 ; Ruchon et al., 1998). 

Ces donuées suggèrent que Phex est responsable de la modulation de l'action 

d'un (ou des) facteur humoral qui conû6ferait la tianmiption des gènes des 

cotransporteurs Na-Pi au niveau des reins, et par conséquent la réabsorption de P i  

B.2.1.2.2) XLH/Hyp et les dlfhiitri de minérsbation 

La corrdlation entre XLH/Hyp et les défauts de minéralisation des os a et6 

attribuée à la sévérité de l'hypophosphatémie présente dans ces conditions, 

puisqu'une ameiioration significative du rachitisme et de i'ostéomalacie avait été 

observée chez les patients XLH et les souris Hyp traités avec des doses de Pi et de 

1 ,Z5(OH)2D3 (Marie et al., 1989). Cependant, phisieurs études ultérieures ont suggéré 

que la formation anormaie des os, chez les Hyp, était déterminée non seulement par 

l'environnement hypophosphatemique, mais aussi par un dkfaut intrinseque de leurs 

ost60 blastes (Yoshikawa et al., 1985; Ecarot-CMer et al., 1988; Ecarot et al., 1992 

a,b et 1995). Le fait que les cellules osseuses provenant de souris normales et Hyp 

produisent de l'os anormal après transplantation intramusculaire chez la souris 

mutante (Ecmt-Charrier et al., 1988) ou chez une souris wnnale privée de Pi 

(Ecarot et al., 1992b) suggère que la nomphosphatémie contribue de &ère 

significative à une borne formation osseuse. Cependant, quand les cellules osseuses 

Hyp étaient transplantées chez des souris normales (Ecarot et al., 1992a), ou chez des 

souris Hyp traitées avec Pi ou 1,25(OmD3 (Ecarcit et al., 1992b et 1995), les 

paramètres histomorphométriques de formation osseuse s'amélioraient beaucoup, 

mais n'étaient pas normaux en compamtion avec ceux obtenus partir des cellules 

normales. Ces données supportent l'hypothèse que les cellules osseuses Hyp 

présentent un défaut de rohérahation intrinseque qui n'est pas comgé par un 

environnement extracellulaire normal. 

Outre le rachitisme et l'ostéomalacie, les os des souris Hyp présentent des 

déformations angulaires plus sévères, ainsi qu'un ratio CaPi plus élevé et une 

réduction de la temur en carbonate (Camacho et al., 1995). En plus, des c u b e s  

primaires d'ostéoblastes Hyp produisent plus de glucose ii partir de divers substrats, 



présentent une rdduction du pH intnicellulaire et de l'activitd de l'enzyme caséine 

kinase II, ainsi qu'une diminution de La phosphorylation de l'ostdopontbe (Rif= et 

al., 1995 et 1997). Ces résultats sont aussi considents avec une dysfonction 

intrinsèque des ostéoblastes Hyp. 

Finalement, encore pour renforcer l'hypothèse d'un défaut intrinsèque des 

ostéoblastes Hyp, des &des récentes ont ddmontré que les souris homozygotes pour 

la disniption du gène Npt.2, qui code pour le cotransporteur NaPi II, ne développent ni 

rachitisme ni ostéornahie, malgré la présence d'une hypophosphatémie significative 

(Beck et al., 1998). En plus, des ostbblastes Hyp immortaiisés accumulent moins de 

Ca et prhntent, en c u ~ e ,  un ddfaut de minéralisation des nodules d'os quand 

comparés à des ostéoblastes normaux immortalisés (Xiao et al., 1999). La Mme 

étude a démontre la production d'un facteur par les ostéoblastes Hyp qui inhibe la 

minéralisation de la matrice osseuse par des ostéoblastes normaux. 

B.2.1.2.3) X L m y p  et le m6hboüsme de h vitamine D 

Les souris Hyp et Gy, ainsi que les patients XLH, exhiint une régulation 

anormale de la vitamine D. La concentration piasmatique de la 1,2S(OH)2D3 chez les 

souris mutantes est similaire a celle des souris nonnalg par conséquent 

improprement basse pour le degré d'hypophosphatdmie (Meyer et d., 1980 ; 

Tenenhouse et Jones, 1990). En plus, ces souris présentent uae réduction paradoxale 

de la concentration sérique de 1 ,25(O&D3, conséquence d'une privation de Pi, ainsi 

qu'une augmentation aussi paradoxale de cette concentration B l'occasion d'un apport 

supplémentaire de Pi. Pourtant, chez les souris nomiales, les taux sériques de k 

1,25(OQD3 augmentent avec hipuisement de Pi a ne sY&èrent pas après sa 

supplémentation (Meyer et al., 1980; Tenenhouse et Jones, 1 990). 

Les réponses adaptatives paradoxales des souris mutantes Hyp et Gy aux 

altérations de la concentration sérique de Pi peuvent être expliquées par l'inhibition 

de l'enzyme rénale la-hydroxylase, responsable de la synthèse de la 1,25(Ow3, 

ainsi que par la stimulation de l'activité de l'enzyme 24hydroxylase, responsable de 

la première réaction de la voie d'oxydation C-24 pour le catabolisme de la 

1,25(OQD3 (Tenenhouse et Jones, 1990; Roy et al., 1994; Roy et Tenenhouse, 



1996). En pius, la démonstration, chez les Hypy d'une régulation anormale de 

l'enzyme la-hydroxylase soit par un dtficit de 1,25(O&D3 (Teenhouse, 1983; 

Tenenhouse, 1984)' soit par une infusion de PTH (Nesbitt et al., l986), d'AMPc 

(Nesbitt et al., 1989) ou de PTHrP (Nesbitt et heznery 1990) supporte I'hypothèse 

que la régulation de la synthèse et de la dégradation de la 1,25(OH)2D3 est 

défectueuse chez ces animaux. Encore une fois, l'association avec le manque de 

fonction de Phex est indirect. Une possibilité serait la présence d'un facteur humorai, 

normalement processé par Phex, qui modulerait la synthèse et/ou la dégradation 

rénale de la 1 ,2S(OH)2D3. 

B.2.2) Le rachitisme héréditaire autosomique avec hyperciikiurie 

Cette maladie a été décrite pour la première fois chez une tribu de bédouins 

dont les membres se mariaient entre eux depuis plusieurs génerations (Tieder et al., 

1985 et 1987 ; révise par Rasmussen et Tenenhouse, 1995). Elle est héritée d'une 

façon autosomique récessive. Le phénotype des individus homozygotes pour la 

mutation génique est marquant et décrit comme rachitisme héréditaire autosomique 

avec hypercalciurie (HHRH), pendant que celui des héterozygotes est incomplet et 

décrit comme Hypercalciurie Idiopathique (IH). 

B.2.2.1) Aspects ciiniques et biochimiques de HElRWLLI 

La symptomatologie clinique des patients HHRH inclut douleur dans les os, 

malformations squelettiques, petite taille, fàiblesse musculaire et des signaux 

radiologiques de rachitisme et d'ostéonialacie présents dés la petite enfance. Les 

altérations biochimiques comprennent une hypophosphatémie, une nomcalcémie, 

des niveaux plasmatiques de PTH n des çoncentrations urinaires d'AMPc basses ou 

dans le limite inférieur de la nofmalifd, des niveaux normaux de 25-hydroxyvitamine 

D et de 24,25-dihydroxyvitamIlie D sériques associds il des taux sériques de 1,250 

dihydroxyvitamine D [l JS(OHkD3] augmentés et A une hypercalciurie. Les biopsies 

osseuses des enfants HHRH démontrent une ostbmalacie évidente caractérisée par 

des fionts de minéralisation irréguiiers, une remarquable augmentation de la couche 

d'ostéoide et un temps de minéralisation prolongé (Ga& et al., 1991). Une 



corrélation inverse entre les concentrations de Pi plasmatiques et l'épaisseur de 

l'ostéoide a été rapportée, suggérant que l'hypophosphatémie est le facteur 

déterminant de l'ostéomalacie chez ces patients (Gazit et al., 1991). 

Les patients IH sont apparemment normaux mais présentent des défauts 

métaboliques Iégers caractérisés par l'hypercalciurie, par une concentration de 

vitamine D3 plasmatique augmentée et par des niveaux de Pi plasmatique légerement 

diminués. Ils n'ont aucune évidence de maladie osseuse ou de retard de croissance. 

8.2.2.2) La pathogénese de RHREZrm 

Les réponses physiologiques et biochimiques présentées par des porteurs de 

HHRH sont compatibles avec privation chronique de Pi. Cependant, 

I'hyperphosphanirie associée ii une basse TmP/GFR (Tm de phosphate par unité de 

volume de l'ultra-filtrat glomérulaire) indiquent plutôt un défaut primaire au niveau 

de la réabsorption de Pi avec une augmentation conséquente de la synthèse de la 

vitamine Dj, hyperabsorption intestinale de Ca et Pi et une supression de la sécretion 

de PTH. Par la suite, une hypophosphatémie chronique importante s'installe étant 

responsable du retard de la minéralisation et de la croissance osseuses. Ce mécanisme 

pathogénique est supporté par le fait que les patients traités oralement avec des doses 

de phosphate présentent une invertion de la symptomatologie avec normalisation des 

paramètres biocliimiques et radiologiques. Les biopsies osseuses des patients traités 

démontrent la guérison de l'ostéomalacie. Seulement la TmP/GFR persiste anormale. 

Le gène responsable pour HHRH n'est pas encore connu. Plusieurs sont des 

candidats, y compris le gene NPT2hVpt2, qui code pour les transporteurs NaPi II chez 

I'homme et la souris, respectivement. Ce gene a été localisé dans le chromosome 

autosomique humain 5q35 (Kos et al., 1994; McPherson et al., 1997) et murin 13B 

(Zhang el al., 1997). Récemment, la dimption du gene Npt? chez la souris a été 

rapportée (Beck et al., 1998). Les souris homozygotes pour la mutation ( N ~ ~ - S ' )  
présentent une perte rénale de Pi importante, une hypophosphatémie, une 

hypercalciurie et des anomalies biochimiques similaires a celles retrouvées chez les 

patients HHRH. De plus, les hétérozygotes ( ~ ~ t 2 + / 3  sont presque normales. 

Cependant, les altération osseuses ne sont pas compatibles. Les observations 



préliminaires démontrent que les mutants ne présentent ni rachitisme ai 

ostéomalacie, mais plutôt un défaut de la formation de l'os trabéculaire et une 

ossification secondaire retardée à la naissance, qui ont une tendance à la 

normalisation et même à une surcompensation avec le sevrage et la croissance. Des 

études futures seront nécessaires pour confirmer si les souris ~ ~ t 2 ' -  sont réellement 

un modèle animal pour le HHRH. 

B.1.3) L'ostéomalacie hypophosphatémique oncogénique 

L'ostéomalacie hypophosphatémique oncogénique (OHO) est un désordre 

acquis rare de l'homéostasie du phosphate caractérisé par la présence d'une tumeur, 

d'hypophosphatémie, de niveaux réduits de vitamine D3 sérique et d'évidences 

cliniques et histologiques d'ostéomalacie (Ryan et Reiss, 1984 ; révisé par Nelson er 

al., 1997). Suite à l'ablation chirurgicale de la tumeur, les anomalies cliniques et 

biochimiques de la maladie disparaissent (Ryan et Reiss, 1984; Hewison, 1994: 

Drezner, 1996) indiquant qu'elles seraient la conséquence de la sécrétion, par la 

tumeur. d' un (ou des) facteur humoral. 

L'OH0 demeure un des rares syndromes endocrines où l'hormone produite 

anormalement reste inconnue. Parmi tous les syndromes associés à une 

hypophosphatémie, l 'OH0 ressemble le plus au rachitisme familial 

hypophosphatCmique (XLH) et il a été suggéré que la perte de phosphate dans ces 

deux conditions était produite par le même facteur phosphaturique, qui a été nommé 

phosphatonine (Econs et Drezner, 1994). 

B.2.3.1) Aspects cliniques et biochimiques de l'OH0 

Les patients porteurs d'OH0 présentent une symptomatologie vague qui se 

caractérise par des douleurs généralisées, une faiblesse musculaire, des hctures 

osseuses périodiques et des difficultés à marcher (Ryan et Reiss, 1984; Schapira et 

al., 1995). Cette présentation clinique peut être confondue avec celle de plusieurs 

autres conditions, y compris l'arthrite rhumatoide, la dystrophie musculaire ou des 

désordres psychiatriques (Ryan et Reiss, 1984). 

Les anomalies biochimiques typiques de l'OH0 sont l'hypophosphatémie et 



I'hyperphosphaturie, dues à une diminution de la réabsorption tubulaire de Pi, et des 

concentrations sériques basses ou non detectées de la vitamine D3 [1,25(OQD], 

malgré des niveaux sériques normaux de 250HD et de 24,25(OmD (Cheng et al., 

1989; Drezner, 1996). Les niveaux de la phosphatase alcaline sont &levés et ks  

concentrations sériques de Ca et PTH w d e s  chez la majorité des patients 

(Weidner, 1991). 

L'OH0 demeure un problème diagnostique pour les cliniciens à cause des 

difficultés i trouver des tumeurs en général de petite taille et de locaiisation peu 

communes ("strange tumors in strange placesy', Weiss et al., 1985), de croissance très 

lente, la majorité d'histologie bénigne et d'origine mesenchymateuse, classifiées de 

fqon  générale en tumeurs mixtes du tissu conjonctg ou en tumeurs apparentées aux 

ostéoblastomes et aux fibromes, ossifiants ou non (Weiàner et Santa Cniz, 1987). 

B.2.3.2) La pathogenèse de 1'080 

L'observation que l'ablation de la tumeur impliquait la disparition de la 

symptomatologie clinique et des anomalies biochimiques chez les patients OH0 a 

suggéré l'hypothèse que la tumeur était responsable de la production d'un fkcteur, ou 

des htcteurs, conduisant a k perte réde de phosphate et par conséquent à 

l'hypophosphatémie et I'ostéomalacie. Le même facteur ou un autre inhiberait 

l'activité de l'enzyme rénale la-hydroxylase, qui catalyse la formation de 

i ,25(OW2q (vitamine D,), la forme active de la vitamine Dy à partir de la 25OHD 

hépatique. Plusieurs expériences avaient démontré la présence de phosphaturie in 

vivo, apr&s l'injection d'elbraits de tumeur chez le chien (Aschinberg et al., 1979, la 

souris (Lau et al., 1979) et le rat (Popovtzer, 198 l), ainsi que Ie d6veloppement 

d'hypophosphatémie et de phosph& après l'hétemtransplantation de tisu 

tumorale chez des souris athymiques (Dremer et al. , 1982; Nitzan et al., 1989). En 

plus, des études récentes ont rapporte l'inhiiition du transport de Pi chez les cellules 

de rein d'opossum (OK) par le milieu de culture de cellules de ces tumeurs (Cai et al., 

1994; Willrins et al., 1995; Rowe et al-, 1996). Toutes ces éhides ont indiqué 

l'existence d'un facteur humoral qui serait sécrét6 par des celhiles tumorales et agirait 

directement en inhiiant la réabsorption de Pi par des cellules rénales. Le nom 



phosphatonin a été suggéré pour ce facteur inhibiteur spécifique du transport de Pi 

(Econs et Dremer, 1994). La réduction de l'activité de l'enzyme la-hydroxylase a 

aussi été démontrée in vivo chez des souris transplantées avec la tumeur (Dremer et 

al., 1982) et in vitro en culîures primaires de cellules rénales traitées avec des extraits 

tumoraux (Miyauchi et ai., 1988). 

L'identification de ce facteur phosphatuique hypothétique n'a pas été réalisée 

jusqu'à présent. Cependant, la démonstration que l'activité des extraits tumoraux était 

sensible à la chaleur et insoluble dans les lipides (Miyauchi et al., 1988), et que 

l'activité présente dans le milieu de culture des cellules tumorales était aussi sensible 

à la chaleur et à la dégradation par la trypsine (Wilkins et al., 1995; Nelson et al., 

1996a) indiquaient que le facteur devrait être un peptide. 

Multiples sont les groupes qui cherchent à idenhfier l'hormone inconnue 

responsable de I'OHO. Une immunoréactivité apparentée a PTH dans le milieu de 

ciilture à été décrite. bien que des dilutions en séries excluent la possibilité qu'elle 

soit due a la vraie PTH ou à un de ses fragments N-terminaux (Cai et al., 1994). Des 

indications que l'hormone responsable de I'OHO agirait via des recepteurs de 

PTWPTHrP ont aussi été rapportées (Seshadri et al., 1985; Nelson et al., 1996a). 

Cependant, d'autres études n'ont pas réussi à détecter PTH ou PTHrP dans le milieu 

de culture de tumeun par des méthodes immunologiques (Wilkins et al., 1995; 

Nelson et al., 1996a), ni par l'analyse à la Northem des ARNm préparés à partir des 

cellules tumorales en culture (Nelson et al., 1996a). Ces données suggèrent que, 

malgré des similitudes qui lui permettent d'agir via des récepteurs PTWPTHrP, 

l'hormone responsable de l'OH0 n'est ni PTH, ni PTHrP. 



(C) Le tissa osseux 

Le tissu ossew est le constituant principal de l'os; il est d'origine 

mésenchymateuse et sa matrice extraceiiulah est imprkgnée de sels minéraux 

cristallisés qui la rendent rigide et i~qmmhble. Mal@ son apparence pierreuse, le 

tissu osseux est parfaitement vivant et en perpétuel remaniement. Il renferme quatre 

type de cellules: les ostéoblastes, les ostéocytes, les cellules bordantes de l'os ("lining 

celis") et les ostéoclastes. La croissance de I'os se f i t  par apposition de matrice et le 

renouvellement implique la destruction préalable du tissu osseux Ce tissu constitue la 

charpente de l'organisme et protège des organes fragiles tel que le système nerveux 

central. De plus, il renferme la moelle osseuse, source des ceildes lympho et 

hérnat O poïét iques, et intervient dans le métabolisme du calcium et du phosphate. 

C.1) Organisation du tissu osseux 

La structure d'un os n'est pas homogéne (Figure 8). A l'oeil nu, on distingue 

des régions formées d'un tissu plein, l'os compact, et d'autres oh existent de très 

nombreuses cavités séparées par de minces travées osseuses, correspondant a I'os 

spongieux. Un os long comporte une partie médiane, la diaphyse, deux extrémités 

plus ou moins élargies, les 6piphyses' et les plaques de croissance au niveau des 

métaphyses, qui séparent les épiphyses de la diaphyse et sont responsables de la 

croissance longitudinale de l'os. La diaphyse comporte, chez l'homme et les grands 

d e r e s ,  une cavité centrale remplie d'un tissu jaunâtre, trés riche en graisse, la 

moelle osseuse jaune. Dans les épiphyses, il n'y a pas de grande cavitd centrale, mais 

un tissu constitué de fines travées osseuses d'os spongieux, dont les cavités sont 

remplies de moelle osseuse rouge hématopoïétique. Les travées ne sont pas disposées 

au hasard, d s  selon des forces de pression et de traction qui s'exercent sur l'os. 

L'os est revêtu, sur )a d e  externe, d'un tissu conjonctif, le périoste, et sur la 

surface interne par une fine membrane appelée endoste. Le périoste et l'endoste 

contiennent, en plus des nbroblastes, des ceJiules ostéoprogénitrices. 
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Figure 8 - Anatomie macroscopique d'un os long 
humain (Tibia; White et Folkens, 1991) 



C.2) Histogénése du tissu osseux 

L'os est élaboré par les ostéoblastes au cours du processus de I'ossification. 

Celle-ci est dite primaire lorsque l'os remplace un autre type de tissu, et secondaire 

lorsqu'il s'agit de remaniement osseux. 

C.2.1) Ossification primaire 

Le processus d'ossification primaire est dit intraconjonctif quand l'os 

remplace directement un tissu conjonctit et endochondrale quand un modèle 

cartilagineux est utilisé. L'ossification intraconjonctive peut encore être classifiée 

comme périostique ou intrarnembranaire. 

C.2.1.1) Ossification intraconjonctive périostique 

Dans I'ossification périostique, les ostéoblastes disposés à la surface de l'os 

apposent de nouvelles couches d'ostéoïde. Le périoste est lentement envahi, mais de 

nouvelles cellules conjonctives le reconstituent. L'ossification périostique est 

responsable pour la croissance des os plats et pour celle en largeur des os longs. Un 

phénomène identique survient sur la face endostéale, mais il est masqué par l'activité 

prédominante des ostéoclastes. 

C.2.1.2) Ossification intraconjonctive intramembranaire 

Au cours de l'ossification intramembranaire, certaines régions du 

mésenchyme embryonnaire, comme celles qui constituent le revêtement crânien, sont 

le siège d'un processus d'ossification qui débute avec l'arrivée de la vascularisation, 

suivi de la prolifération des cellules mésenchymateuses progénitrices qui se 

condensent et se différencient directement en cellules de la lignée ostéoblastique. 

C.2.1.3) Ossification endochondrale 

Dans l'ossification endochondrale, les progéniteun mésencbymateux se 

différencient d'abord en cartilage et celui-ci est postérieurement remplacé par le tissu 

osseux. Pendant le développement, c'est l'arrivée d'éléments vasculaires qui paraît 

responsable du déclenchement de l'ossification. Des bourgeons conjonctivo- 



vasculaires, constitués de gros capillaires entourés d'un tissu conjonctif riche en 

cellules ostéoprogénitrices, pénètrent dans le cartilage. A distance du front de 

vascularisation. les chondrocytes se divisent activement, formant la zone de cartilage 

sénC. Plus près des vaisseaux, les chondrocytes augmentent de taille fotmant la zone 

de cartilage hypertrophié, suivi d'une zone de cartilage calcifié, dont les cellules 

meurent. Cette région, au contact du fiont vasculaire, est détruite par des ostéoclastes 

et colonisée par des ostéoblastes qui déposent la matrice ostéoïde endochondrale 

primaire. L'ossification endochondrale est responsable de la formation de la majorité 

des os de l'organisme, soit des os longs du squelette appendiculaire, soit les vertèbres 

du squelette axial, et durant la vie postnatale elle se produit principalement dans les 

métaphyses et a pour principale conséquence la croissance longitudinale de l'os. 

C.2.t) Ossificstion secondaire 

Le remaniement osseux, ou ossification secondaire, est le remplacement d'un 

os existant par un nouveau tissu osseux après destruction par les ostéoclastes. TOUS 

les os de l'organisme sont perpétuellement remaniés. 

C.3) Les cellules du tissu osseux 

La morphogénèse et la restructuration de l'os est la conséquence de l'activité 

intigrée des ostéoblastes et des ostéoclastes, qui coordonne la résorption et la 

formation osseuse (Figure 9). Les ostéoblastes, dont certains s'enferment dans la 

matrice et deviennent des ostéocytes, sont les responsables de la synthèse de la 

matrice extracellulaire de l'os, La destruction osseuse nécessaire au remaniement de 

celui-ci est le fait des ostéoclastes, cellules d'origine hémopoïétique. Il existe, en 

outre, dans le tissu osseux, des cellules souches (cellules mésenchymateuses 

muhipotentes et aussi des ostéoprogénitrices) et des cellules dites bordantes de l'os, 

dont le rôle est mal connu. 

C 3.1) La lignée ostéoblastique 

Les d a c e s  externes et internes de l'os sont presque partout recouvertes 

d'une couche des cellules prismatiques, qui sont des ostéoblastes typiques, ou par des 
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trabecule osseuse pendant le processus d'ossification 
intramem branaire. 



cellules aplaties, minces et allongées, avec très peu d'organites, appelés cellules 

bordantes de l'os. Ces dernieres, considérées comme des ostéoblastes a la fin de leur 

période productive, n'ont pas une activité importante de synthèse. La formation 

osseuse est assurée par les ostéoblastes, cellules nettement polarisées, qui semblent 

travailler d'une façon coordonnée en déposant la matrice extracellulaire seulement de 

leur côté apical. En plus de participer a la synthèse de la matrice extraceliulaire, les 

ostéoblastes agissent, d'une manière encore mal comprise au niveau moléculaire, à la 

régulation de la déposition et de la minéralisation de celle-la. Histologiquement, les 

ostéoblastes matures forment une palissade de cellules cuboïdes, chacune d'une 

largeur de 20 à 30 Pm, avec un noyau oval, rejeté au pôle basal, non sécréteur, et des 

prolongements cytoplasmiques du côté apical, qui s'enfoncent dans la matrice 

osseuse et communiquent, à travers des systèmes de jonctions membranaire de type 

m p  (Jeansonne et al.. 1979; Doty, 1981), avec des prolongements des ostéocytes ou 
c. 

des cellules bordantes de I'os. Les ostéocytes, des cellules étoilées ou fusiformes, sont 

considérées comme des anciens ostéoblastes qui ont été enfermés dans la matrice. Ils 

sont bien placés pour détecter des changements relatifs à une déformation mécanique 

de 1'0s. et il a été suggéré qu'ils participent à la réception et traduction du stimulus 

mécanique, ainsi qu'à la manutention de la mamce osseuse (Aarden et al., 1994). La 

présence des jonctions de type gap entre les cellules de la lignée ostéoblastique a été 

aussi visualisée en culture (Schimnacher et al., 1992; Yamaguchi et al., 1994), et il a 

été suggéré qu'elles pouvaient expliquer 17activité coordonnée des ces cellules 

pendant le cycle de remodelage osseux, la régulation de l'activité des ostéoblastes par 

des signaux agissant au niveau des ostéocytes, ainsi que l'implication de plusieurs 

cellules en réponse a des signaux spécifiques, même si seulement quelques-unes sont 

capables de les détecter. 

C A  1 .l) Embryologie de Ia lignée ostéoblastique 

Embryologiquement, les ostéoblastes dérivent de deux sources distinctes, soit 

. des cellules des crêtes neurales, d'origine ectodermique et responsable de la 

formation du cartilage, de I'os, des odontoblastes et du tissu conjonctif du squelette 

craniofacial, soit du mésoderme des sommites qui forment la contrepartie du squelette 



axial postcranial et appendiculaire. Ces deux types d'ostéoblastes dérivent de cellules 

progénitrices multipotentes capables de donner naissance aussi aux chondroblastes, 

aux fibroblastes, aux myoblastes et aux adipocytes (Grigoriadis et ai., 1988). Ensuite, 

par une séquence d'événements largement inconnue encore, une restriction de lignée 

cellulaire se produit avec la formation de cellules progénitrices compromises en 

lignées ostéochondrogeniques (Ashton et al., 1980; Aubin et al., 1993) et 

postérieurement ostéogéniques (Aubin et al., 1993 et 1995) (Figure 10). Des études 

récentes utilisant des approches génétiques et moléculaires ont démontré que le 

patron squelettique de différenciation et de croissance est soumis à un strict contrôle 

ghétique qui implique la régulation de t'expression d'une grande quantité de gènes, 

comme. par exemple, des gènes homéobox. des BMPs ("bone morphogenetic 

proteins"), des facteurs de croissance et de différenciation, et des hormones 

(Erlebacher et al., 1995; Jacenko et al., 1994; Desbois et al., 1995; Brickell, 1995). 

C.3.1.2) Les cellules de la lignée ostéoblastique 

Malgré son origine embryologique et le type d'ossification auquel il participe, 

le phénotype d'un ostéoblaste mature est établi par sa capacité de produire l'os. Par 

des critères morphologiques, histochimiques et dérivés des analyses de prolifération 

via incorporation de thymidine tritiee, quatre étapes de maturation du développement 

des ostéoblastes ont été identifiés dans l'os in situ: les préostéoblastes, les 

ostéoblasres. les ostéocytes et les cellules bordantes de I'os (Figure 10) (Aubin et al., 

1993, 1995). Les ostéoblastes sont des cellules postprolifératives, cuboïdes, fortement 

positives pour la phosphatase alcaline qui recouvrent la matrice osseuse dans les 

régions d'intense production d'ostéoïde. Ces cellules peuvent être reconnus aussi par 

leur répertoire de synthèse, soit des protéines de la matrice (collagène type 1, 

phosphatase alcaline, ostéocaicine, ostéopontine, entre autres), soit cenains récepteurs 

d'hormones (le récepteur de PTH/PTHrP, par exemple), soit des cytokines et des 

facteurs de croissance. Le préostéoblaste est le précurseur immédiat de l'ostéoblaste 

et est identifié par sa localisation dans les couches cellulaires adjacentes aux 

ostéoblastes, mais encore a l'intérieur du périoste et sans contact direct avec la 

matrice osseuse. Contrairement aux ostéoblastes, ils possèdent une capacité de 
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prolifération, bien que limitée, ainsi qu'une capacité de synthèse réduite (collagène 

type 1, phosphatase alcaline, ostéoponrine). Une petite proportion (10 à 20%) des 

ostéoblastes est incorporée dans la matrice nouvellement formée et deviennent des 

ostéocytes, cellules postprolifératives avec une capacité de synthèse très limitée. Chez 

l'adulte, la majorité des surface osseuses quiescentes sont recouvertes par des cellules 

bordantes de l'os, considérées comme une forme d'ostéoblaste inactif par rapport a la 

production de la maaice, mais qui peuvent être réactivées par des signaux 

spécifiques, comme l'action locale de la parathormone (Dobnig and Turner, 1995; 

Dempster et aL, 1993). Les cellules bordantes ont aussi été impliquées dans la 

régulation de l'activité résorptive des ostéoclastes dans des régions de non résorption, 

en les empêchant d'avoir un contact direct avec la surface osseuse, ainsi que dans la 

phase initiale de la résorption osseuse, en dégradant l'ostéoïde dans la région à être 

résorbée par des ostéoclastes (Heersche et Kanehisa, 1988). 

C.3.2) Les ostéoclastes 

Les ostéoclastes sont des cellules volumineuses (50 à 100um de 

multinuclées (2 à 30 noyaux), observées a la surface de l'os et capables de détruire la 

matrice minéralisée. Ils sont caracterisés par l'expression abondante des récepteurs de 

l'hormone calcitonine (Lin er al., 1991), d'une pompe à protons (Hi-ATPase) 

membranaire (Blair et al., 1989) et de la phosphatase acide résistant au tartrate 

( T W  pour "tamate-resistant acid phosphatase"; Ek-Rylander er al., 199 1). 

L'ostéoclaste a une durée de vie in vivo de deux semaines au maximum et une demi- 

vie de 6 à 10 jours (Loutit et Townsend, 1982) et conséquemment sa population a 

besoin d'être continuellement renouvelée pour assurer la résorption osseuse. 

C.3.2.1) L'embryologie des ostéoclastes 

Les ostéoclastes dérivent d'un précurseur hémopoiétique, encore non identifié 

avec précision mais probablement de la lignée rnononuclear phagocytaire (Loutit et 

Nisbet, 1982; Udagawa et al., 1990; Fujikawa, 1996), qui, après un contact direct 

avec des cellules stromales de la moelle, se différencient en pré-ostéoclastes TRAP- 

positifs, et ensuite en ostéoclastes capables de résorber l'os. L'initiation de la 



résorption osseuse requiert le recrutement des précurseurs des ostéoclastes, leur 

diffërenciation, ainsi que l'induction de l'activité résorptive dans la cellule mature 

nouveHement formée. 

C.3.2.2) Méchanisme d'action des ostéoclastes 

Pour réaliser sa fonction, I'ostéoclaste isole une région de l'os, un processus 

que implique I'intégrine a,P3 (Fisher et al., 1993; Ross et al., 1993; Crippes et ai-, 

1996). La surface cellulaire au contact de I'os présente une différenciation sous forme 

de bordure en brosse, qui, s'appuyant sur la surface osseuse. délimite une petite 

chambre où sont sécrétés I'HCI et autres substances lytiques responsables de la 

dissolution de la phase minérale de I'os (Blair, 1998). Le collagène est dégradé par la 

cathepsine K. une protéinase à thiol active a pH acide et produite en grande quantité 

par les osréoclastes (Li et al., 1995; Bossard et ai., 1996; Drake et al., 1996). Les 

produits de la dégradation sont ensuite résorbés par trançcytose (Nesbia et Honon, 

1997; Salo el al., 1997). 

C.3.3) Régulateurs de la fonction des cellules osseuses 

Les ostéoblastes et les ostéoclastes sont régulés par une "mande quantité de 

facteurs systémiques et locaux qui affectent le métabolisme osseux. Les facteurs 

systémiques classiques sont les hormones impliquées dans I'hornéostasie du calcium, 

comme la PTH et la 1,25(OH)zD3, ainsi que la calcitonine (CT), les glucocorticoïdes, 

les hormones stéroïdes sexuels, l'hormone tyroidienne et les retinoïdes. Les facteurs 

locaux. comme ceux de différenciation et de croissance, les cytokines et les 

prostaglandines, peuvent moduler l'action des facteurs systémiques, ou encore agir de 

façon autocrine ou paracrine. Plusieurs facteurs ont été extrait de I'os, comme par 

exemple I'IGF I et III le TGF P, le BMP, les FGF a et B, le PDGF, I'EGF, le M-CSF, 

entre autres: produits soit par des cellules osseuses, soit par des macrophages, 

lymphocytes, et d'autres cellules présentes dans l'environnement (révisé par Gowen, 

1992; Suda et al.' 1996; et Canalis, 1996). Ces facteurs sont généralement 

multifonctionnels, leur effet est influencé par des interactions entre cellules ou entre 

les cellules et la matrice, ou encore par le degré de différenciation de la cellule. Tous 



agissent sur des cellules osseuses en culture, quelques uns stimulent la formation de 

l'os in vivo (TGF P et BMP), d'autres jouent un rôle dans te développement (FGF et 

BMP) et d'autres encore sont impliqués dans la réparation des fractures (PDGF, FGF, 

TGF B). Cependant, aucun n'est spécifique de l'os. En plus, il a été démontré que 

d'autres médiateurs comme les enképhalines, la substance P et le a-CGRP, 

originaires des terminaisons nerveuses, ainsi que des peptides comme I'OGP 

("osteogenic growth peptide") et certains peptides dérivés de la molécule de PTHrP, 

peuvent aussi participer à la régulation de l'activité des cellules osseuses (Konttinen 

et al.. 1996: Rosen et al., 1998; Bab et al., 1992; Bab, 1995; Karaplis et Vautour, 

1997) . 

C.4) La matrice osseuse 

La matrice osseuse est le produit de la sécrétion des cellules ostéoblastiques. 

Dix jours après sa déposition, elle est minéralisée et ensuite sert de support au 

squelene. À travers des actions coordonnées des ostéoblastes et des ostéoclastes, la 

matrice minéralisée, constituée à 80% de hydroxyapatite, [Ca3(PO&l3Ca0HÎ, sert de 

réservoir soit d'ions, soit de facteurs de croissance, qui sont libérés selon la demande 

métabolique. 

C.4.1) Les protéines de la matrice osseuse 

Au fur et a mesure que les techniques de dissection chimique des composants 

de la matrice osseuse minéralisée ont été développées, les composants structuraux 

majoritaires de la matrice osseuse ont été identifiés et caractérises (Gehron, Bianco et 

Termine, 1992: Young et al., 1993). La partie organique de la matrice est constituée 

de 90% de collagène et de 10% de protéines non-collagéniques. 

C.4.1 .l) Le collagène 

Dans l'os, le collagène est presque entièrement de type 1 (Eyre, 1980) étant 

synthétisé comme procollagene, dont les deux extrémités, N et C-terminales, sont 

séparées du reste de la molécule avant I'incorporation dans les fibres de collagène. 

Ces propeptides, libérés de façon équimolaire à la production de molécules de 



collagène, peuvent être mesurés en utilisant un radioimmunoassay (RIA) disponible 

commercialement et sont employés comme marqueurs biochimiques de la formation 

osseuse (Melkko et al., 1990). La synthèse, sécrétion et déposition du collagène est 

coordonnée avec celle des protéines non-collagéniques et la déposition de 

l'hydroxyapatite est dépendante de la déposition correcte de ces protéines par des 

cellules de la lignée ostéoblastique. 

C.4.1.2) Les protéines non-coilagéniques 

Les protéines non-collagéniques de la matrice sont regroupées en différentes 

classes, comme les protéoglycans (versican, decorin, biglycan), des glycoprotéines 

(phosphatase alcaline, ostéonectine, ostéocalcine), et des protéines de fixation a la 

matrice (thrombospondine, fibronectine, vitronectine, ostéopontine, sialoprotéine de 

I'os). L'ordre de déposition de ces protéines par les ostéoblastes change selon le 

degré de différenciation de ces cellules et selon l'état fonctionnel de chaque cellule 

dans une même étape de différenciation (Aubin et al., 1993, 1995). Certaines sont 

retrouvées dans le plasma en cas de surplus, reflétant le métabolisme osseux et sont, 

pour cela, souvent utilisées en clinique comme marqueurs de l'état fonctionnel de 

I'os. Deux de ces protéines méritent une description plus détaillée, la phosphatase 

alcaline, un marqueur pan-ostéoblastique, et l'ostéocalcine, caractéristique des 

ostéoblastes et odontoblastes en plein état de synthèse et de déposition de matrice. 

C.4.1.2.1) La phosphatase alcaline 

La phosphatase alcaline est impliquée dans la minéralisation de la matrice et 

est le marqueur de I'os le plus utilisé dans la clinique. Trois isoenzymes codées par 

différents gènes sont présentes dans le plasma: celle provenant des os, foie et reins, 

une intestinale et une autre placentaire (Weiss et al., 1986). Le gène de I'isoenzyme 

présente dans les os, foie et reins, a été localisé sur le chromosome 1 (Weiss et al., 

1988). L'enzyme fonctionnelle est un dimère interlié par des ponts dissulfbres, avec 

un poids moléculaire variant de 50 à 80 kDa selon le tissu et l'espèce d'origine 

(Fishrnan, 1990). Elle est associée a la membrane cellulaire par une ancre de type 

phosphoinositol (Noda et al., 1987). Sa fonction dans le processus de minéralisation 



est encore mal comprise. Cependant il a été démontré qu'elle augmente la 

concentration locale des ions phosphates par l'enlèvement de groupements phosphate 

d'autres protéines, et parallelement elle hydrolyse le pyrophosphate inorganique, qui 

est un des inhibiteurs de la minéralisation (Wuthier et Register, 1985; révisé par 

Whyte. 1994). Des mutations résultant en perte de fonction de cette enzyme se 

traduisent par I'hypophospbatasia, caractérisée par l'ostéomalacie et le rachitisme, ce 

qui indique que la phosphatase alcaline est essentielle pour un processus de 

minéralisation normal (Charles et al., 1991; révisé par Whyte, 1994). 

C.4.1 .X) L'ostéocalcine 

L'ostéocalcine est la protéine non-collagénique la plus abondante de la 

matrice osseuse, responsable pour 1-2% des protéines totales de l'os (Hauschka et al., 

1975; Pnce er aL, 1976). Elle est produite presque exclusivement par des ostéoblastes 

et odontoblastes, et est considérée comme le marqueur le plus spécifique de l'activité 

des ostéoblastes (Aubin er al., 1993, 1995). Elle est composée de 19 acides aminés, 

présente un poids moléculaire de 5,8 kDa. et est unique du fait qu'elle possède trois 

résidus d'acide glutamique capables d'être carboxylés en y-carboxy acide glutamique 

par un processus dépendant de la vitamine K, ce qui dote la molécule d'une affinité 

très forte pour 17hydroxyapatite (Poser et ai., 1980). La sécrétion d'ostéocalcine est 

dependente de la 1,25(OH)2D3, qui augmente son expression génique (Morrison et 

al., 1990). La signification physiologique de l'ostéocalcine est encore inconnue, mais 

sa structure est hautement conservée pendant l'évolution (Nishimoto et Price, 1985). 

L'ostéocalcine attire les précurseurs des ostéoclastes (Glowacki et al., 1991), ce qui 

suggère qu'elle peut être impliquée dans la régulation de la résorption osseuse. 

L'étude des os des souris nulles pour I'ostéocalcine (Ducy et al., 1994) ont foumi 

d'importantes pistes de son rôle physiologique. Ces souris minéralisent et résorbent 

l'os normalement, mais possèdent des ostéoblastes qui déposent une plus grande 

quantité de matrice extracellulaire. Par conséquent, les os de ces souris contiennent 

plus de manice et de minéral et sont plus résistants que les os des souris normales. 

Ces résultats suggèrent I'bypothèse qu'un des rôles de l'ostéocalcine est de ralentir 

l'activité anabolique des ostéoblastes (Kronenberg, 1 997). 



La présence de I'ostéocalcine dans le plasma, consécutive à une synthèse de 

novo et soumise ih une clearance rtaale (Delmas et a1.,1983), est cunsiderée par des 

cliniciens comme un marqueur de la formation osseuse. L'ostéocalcine sérique peut 

être mesurée en utilisant un RIA (radioimrnunoassay) ou un ELISA (enzyme-liaked 

adsorbent assay), les deux étant dispomiiles commercialement. 

II) OBJECTIFS DU PROJET DE RECHERCHE 

La découverte du gène PHEX, apparenté avec les endopeptidases de la 

famille de la Néprilysine (The HYP Consortium, 1 995)' nous a incite à entreprendre 

une étude consacrée à un double but: (1) indentifier la fonction de PHEX et (2) 

comprendre par quel mécanisme sa perte de fonction mène au rachitisme familiai 

hypo p ho sphatémique. 

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer la distntbution 

tissulaire et l'ontogenèse de Phex par hybridation in siru (ISH). Nous avons décidé 

d'examiner un nombre maximal de tissus en utilisant des coupes histologiques 

d'embryons de souris à partir du 1 p  jour (e10) j q u ' à  la naissance (el 9) et aussi 

de souris nouveau-nées @3 et p7). Ces études seront aussi complétées par 

l'utilisation de la technique d'hybridation de Noahnn. L'ensemble de ces travaux est 

présente au deuxième chapitre de cette these (Ruchon et ai., 1998). 

Aptes avoir d é t e d e  la distriiution des ARNm de Phex, nous avons ktudié 

l'expression de la protéine chez la souris normale et son mutant Hyp. Nous avons 

utilisé un anticorps mowclonal dirige contre la protéine PHEX humaine, pour 

examiner par la technique de buvardage de type Western la présence de la protéine 

dans des extraits tissulaires d'os et de dents. Nous avons aussi utilisé cet anticorps 

pour examiner par immunohistochimie la distniution ceilulaire de Phex dans ces 

tissus. Finalement, dans le but de déterminer si la perte de fonction de Phex avait des 

conséquences sur le processus de développement des ostéoblastes, nous avons 



compate par ISH, chez la souris normale et son mutant Hyp, l'expression de NEP, 

d'ostbcalcine et du récepteur de PTH/PTHrP. L'ensemble de ces travaux est 

présenté au troisieme chapitre de cette thèse (Ruchon et al., 2000, JBone Miner Res, 

sous presse). 

Au cours de nos études sur l'expression de Phex dans le tissu osseux, nous 

avons réalisé que NEP y etait aussi exprimée. Nous avons donc décide d'examiner le 

patron d'expression de NEP dans i'os, surtout au niveau des cellules ostéoblastiques, 

en utilisant principalement les techniques d'ISH et d' imm~~)histochimie. La 

présence de NEP dans l'os suggérait un rôle possible de cette enzyme dans la 

dégradation de peptides osseux. Nous avons donc test6 la capacité de NEP 

d'hydrolyser, in vitro, une série de peptides ostbgeniques synthétiques comme le 

PTHrP -34 C'parathyroid hormone-related peptidemi 4, l'ostéotatine (PTHtP107-139), 

1'OGP ("oaeogenic growth peptide"), la calcitonine, le a-CGRP C'a-calcitonin gew- 

reiated peptide") et le PTHi.34 (''parathyroid hormone i-34"). L'ensemble de ces 

travaux sur la NEP dans le tissu osseux est présente au quatrième chapitre de cette 

thèse (Ruchon et al., 2000). 

Lors de la mise en place d'une stratdgie de RT-PCR afin d'obtenir une partie 

de I'ADNc de Phex de souris, nous nous sommes aperçus qu'en utilisant des régions 

de séquence très conservées parmi les membres de la famille de la NEP? nous 

pouvions dessiner des oiigonucl6otides dégénérés pour essayer de décowrir d'autres 

membres de cette famile. Cette stratégie a éîé testée en utilisant des ARNm de 

testicule de souris adulte et a abouti à la découverte d'un nouveau membre de la 

famille de la NEP, appelé NL1 pour "NEP-Wre 1". L'ensemble des travaux 

rapportant le clonage de son ADNc complet, sa caractérisation biochimique et 

enzymatique, ainsi que sa distri%ution tissulaire et cellulaire, est presente au 

cinquième chapitre de cette thèse (Gheddar et a .  2000). 



CHAPITRE 2 - ARTICLE 

PEX mRNA IS LOCALIZED IN DEVELOPING MOUSE 

OSTEOBLASTS AND ODONTOBLASTS 

Andréa Frota Ruchon, Mieczyslaw Marcinkiewicz, Géraldine Siegfied, 

Hamet S. Tenenbouse, Luc DesGroseillers, Philippe Crine and Guy Boileau 



SOMMAIRE 

Cette étude a été entreprise dans le but de déterminer quels sont les types 

cellulaires exprimant le gene PHEX et de répertorier son ontogenèse. Ce gène, 

initialement appelé PEX (Ehosphate regulating gene with homologies to 

Endopeptidases on the X chromosome), a été découvert à la suite des études - 
génétiques sur le rachitisme familial hypophosphatémique lié au chromosome X et 

son produit présente une forte homologie avec les membres de la famille des 

endopetidases (NEP, ECE et KELL), protéines membranaires de type II, comportant 

une courte queue cytoplasmique, un seul domaine transmembranaire et un long 

domaine extracellulaire. OU se trouve le site actif de l'enzyme. La méthodologie 

utilisée a été celle de la localisation extensive des ARNm par hybridation in situ 

(ISH) et par Northem blot (NB). 

Pour atteindre cet objectif, une partie de 1'ADNc de Phex a été obtenue par 

RT-nested PCR a pmir des ARNm testiculaires de souris. sous-clonée ensuite dans 

le plasmide pCRII. Le même plasmide a servi à confectionner les sondes d'AR?.?c 

marquées soit au 3 s ~  pour I'ISH soit au "P pour le NBuB. Afin de cibler un nombre 

maximal de tissus, nous avons examiné des coupes histologiques des embryons de 

souris à partir du IOm jour (e10) jusqu'à la naissance (e19) et chez la souris 

postnatale (p3 et p7). Les résultats de 1'ISH ont démontré la présence des ARNm de 

Phex dans les os des embryons à partir de e15, coïncidant avec la déposition de la 

matrice osseuse. L'examen à l'échelle microscopique a démontré avec plus de 

précision la présence de ARNm de Phex dans les ostéoblastes de squelette en 

formation et dans les odontoblastes des dents en développement. A la suite de ITISH 

nous avons procédé à l'hybridation à la Northem de tissu osseux et dentaire de souris 

nouveau-nées et adultes. Dans ces tissus, un transcrit d'environ 7 kb a été détecté 

alors que les tissus contrôles (poumon, foie, thymus, cerveau) ont été tous négatifs. 

En conclusion, nos résultats ont démontré, pour la première fois, la présence 

de I'ARNm de Phex dans les ostéoblastes et odontoblastes, au moins à partir du 

15- jour du développement embryonnaire et suggérent un rôle fonctiomel de Phex 

dans l'ossification et dans la formation de la dentine. 
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SUM MARY Mutations in PU(, a phosphate-regulating gene with homology to  endopepti- 
dase on the X chromosome, were recently identified in patients with X-linked hypophos- 
phatemia (XLH), an inherited disorder of phosphate homeostasis characterized by growth 
retardation and rachitic and osteomalacic bone disease, To undemand the mechanism by 
which loss o f  PEX function eiicits the mutant phenotype. a nudy of its rnRNA localization 
and ontogenesis was undertaken. Using the reverse transcriptase-nested polymerase chain 
reaction (RT-nestea K R )  with polyA' RNA purified from mouse tenis, a 337-BP Pex cDNA 
fragment was generated and cloned in the pCRll plasmid. The cDNA was used ta  generate 
sense and ami-sense Pex riboprobes for in  situ hybridization (EH) and Northern anaiysis. To 
survey a large number of different tissues, sagittal sections of embryos and newborn mice 
were examined. ISH showed the presence of Pex mRNA i n  osteoblans and odontoblasts. KEY WOROS 
Pex gene expression was deteaable on Day 15 of embryonic development. which coincides oone 
wirh the beginning of intercellular matrix deposition in  bones. Finally, Northern analysis of reem 
toral RNA from calvariae and teeth of 3-daysld and adult rnice showed that the abun- exrraceiiuiar rnauu 
dance of the 7-KB Pex transcript is decreased in  adult bones and in nongrowing teeth. The anrocjenesis 
present study demonstrates that Pex mRNA is expressed in bones and teeth and suggens X-iin~ed hypcpnosphatemia 

that this putative endopeptidase plays an important rofe in the developrnent of these in situ nyorioitation 
tissues. (f Hisochem Cytochem 46:459468,1998) 

A POSITIONAL CLONINC approach was rectndy used 
to identify P i 3  ighosphare regulating gene widi ho- 
mologies ro Endopeptidases on the X chromosome) as 
the candidate gene for X-linked hypophosphaternia 
(XLH) (The HYP Consonium 1995). XLH is a Men- 
delian disorder of phosphate homeostasis characxer- 
ized by growdi rerardation, rachitic and osreomalaac 
bone disease, hypophosphatemia, and rend defects in. 
phosphate reabsorpuon and vit& D metabolism 
(Rasmussen and Tencnhouse 1995). Two mouse mod- 
els. Hyp (Eicher et al. 1976) and Gy (Lyon et  ai. 1986), 
with phenorypic kanites tfiar are similar to XLH pa- 

Corrspanduice ra: Guy bileau, Diparrrmatt de Biochimie, 
L'nivenirc de ~Monttbi, 8 6128, Succ. Cam-Vide, .Monu&& Qç 
Cana& H3C 3J7. 

Reccived for publication July 15, 1997; accepteci Dccmber 10, 
1997 (7h4405). 

uents have been described. In the Hyp mouse, the Pcx 
gene harbocs a dcletion of its 3' end (Beck er al. 1997; 
Scrom et al. 1997), whereas in the Gy mouse the pro- 
rnoter region and che &t three exons are ddered (Suom 
er al. 1997). Srudies of chese mutant mice contributed 
gready to our presenr understanding of the pacho- 
physiology of rhe humar? disease. 

Hurnad and mouse PE)i/Pex cDNk have now been 
doned and sequenced (Du et al. 1996; Be& et al. 1997; 
Guo and Quarles 1997; Strorn et al. 1997). Amino 
acid sequence cornparisons have dcmonstrared m c -  
rural homologies berween fEX/Pex and members of 
chc neurral endopeptidase famiiy as previously observcd 
in the parrial sequtnce of the candidate gene (The 
HYP Consorriurn 1995). The pepadases of the n e u d  
endopeptidase f d y  are Type II intcgral membrane gIy- 
copronins with a relativeiy shon cymplasrnic Stermi- 

0 The Histochernical Society, Inc. 0022-1 5WW5330 
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Figure 1 Emulsion autoradiography 
showing ISH pattern for Pex mRNA at 
the anatomie level in a sagittal sec- 
tion from a mouse embryo at e16. A 
signifiant concentration of Pex mRNA 
is seen in devetoping bones (anow) 
including calvaria (0, mandibIe (Ml. 
and ribs (RI. Bar = 1 cm. 

n d  region. a s i n d e  transmembrane domain, and a long 
rxrrxzroplasrnic domain, which contains the acrive 
sire o i  rhe enzyme. Known rnembers of the neutral en- 
do prpridascr iarnil y inciude neutral rndopepridase-24-11 
i SEP) .  endothelin-converting enzymes (ECEst, and the 
eryrhr~cyre crll siiriace protein KELi  ifor ci review see 
Turner and Tanmwa 1997). hW [also known as nep- 
riiysin. cornmon acute Iynphoblastic leukemia antigen 
(C.iLL.4 1: CDlO. or enkrphalinase] is a widely distrib- 
uted peptiuase involvcd in the degradation o i  several 
bioactiv:: peptides. such as the enkephaiins, the auial 
nacriureuc peptides. and the endoheiins (Turner and 
Tanzawa 1997). ?*ne ECFs are invoived in the bioactiva- 
tion o i  Big e n d o d i e h  inro endodielins, but no func- 
rion has yet been mributed to KELL. 

The rncchanisrn by which loss of PEX function elic- 
its the bone and renal abnormalities observed in XLH 
pariena is nor clear. There are no data suggesring the 
presencc of P W e s  mRbi.4 in rhe kidney (Du et al. 
1996: Beck et al. 1991; Grieff et al. 1997). In conuast, 
PE.WPex rnRN.4 was detected in bones by Xonhern 
biot hybridization and in other aauit and fetal rissues. 
such as lunçs, liver. muscles, and ovaries bv RT-PCR 
and RNase protection assavs (Du et al. 1996; Beck et 
ai. 199.). 

To identify a specific role for PLWex, we were in- 
terested first in its tissue and ceIl distriburion. For this 
reason. using ISH we examinrd Pex rnRNA temporal 
and sparial parrems o i  expression on sagitrai sections 
of ernbryonic mice irom Da! 13 to 19 and in newborn 
mice. At this period of developmenr, most tissues sre 
already formed and many are iunctional. For exam- 
pie, the ossification proccss Stans on Da! 14.5 post 
coitum :Ru& 1991 i .  We demonsuate by ISH thar Pex 
mRNA is expresscd in osreoblasts and odontobiasts 
and suggesr a specific role for this putative pcpridase 
in bone and tooth deveiopment. Norrhern analysis was 
used to examine the presence of Pex mRSA in adult 
mouse rissues. This analysis revealed decreased con- 
centrations of Pex mRNA in the rzdulr bones and non- 
growing ceetfi. 

Materials and Methods 

For ISH, wc used unfixed. t'rozen tissues kom ietuses of 
CD1 timc-pregnanr iernalc mice. T h e  ientscs were groupcd 
according ïo cmbryonic rigc-IO, 11, 12, L3, 14, 15, 16. 17, 
18 and 19 inmurcrine dnys of life (e10, cl 1, erc.) and post- 
natal Day 3 and 7 (p3 and p i )  and wcre prcpared as dc- 

Figure 2 Sites of Pex mRNA expression in orirnordium of mandibular bone (a) and vertebrae (b) at day e16, and inasor at el9 (4. at a cd- 
luiar level seen under  Nomanki's optia. Silver laiieling is seen as white s p m  (or dark in a' and c') on a color background. ln the mandibular 
bone primordiurn (a), Pex mRNA is detected in the osteoblasts (arrows} present in the intraconjonctive ossification zone (OZ) surrounded by 
unlabeled mesenchymal ce1ls (M). A group of oneoblasts is shown at higher magnification in a'. The presence of Pex mRNA (arrows) in ver- 
tebrae within endochondral ossification zone (OZ) is shown in b- Note unlabeled adjacent calcified zone (Q) and carcifage (Ca). (c) A layer 
of labeled cdontoblasts (Od) is shown. A group of odontoblasts is shown at higher magnification in c'. This layer ir separated h m  a layer 
of unlabeled arneioblasa (Am) by the dentino-enamel rnauix (Mx). The nellae reticulum (SR) of enamel organ is abo unlabeled. Bars: b-c: = 
25 un; a'-c' = 10 wrn.  
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Figure 3 Si tes  of Pex mRNA expres- 
sion in dewloping mouse calvaria on 
el4 (11. el5 tb), el6 (c). el9 (d), and 
p3 (O). Labeling u seen as white spots 
on datkfietd (anows in a-f) and as 
black tabeling on brightfield (anows 
in a'-f'). (f) Conuol hybridization ob- 
tained witfi senre riboprobcs. Bar = 
500 JLm. 
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scribed (Marcinkiewia et al. 1993). Whoie cmbryos and 
newborn micc were rapidly rernoved, cooled in ice-cold PBS, 
embeddcd in Tissue-Tek OCT compound (Miles; Eikhart, 
Wj, irozen at -30C in isopentane, and cut into 1 0 - w  scc- 
tions. The secrions wert mounted on 0.5% gdarinsoaccd 
siides and stored at -80C. 

DNA Manipulations 
Al1 DXA manipulations, inciuding the revuse cransuipuon 
irom RYA, PCR, and cloning, were done according to sran- 
dard protocols (Sambrook et al. 1989; Ausubei et al. 1994). 
DNA sequencing was perforrncd on double-strandcd DKA 
iTabor and Ricnardson 1987). 

Cloning of a Mouse Partial Pex cDNA 
To obtain a mouse Pex probe for ISH and Nonhem blot 
analysis, ûegenerate oligonucleotidcs conesponding to con- 
served rcgions among members oi the neunal cndopepudasc 
t'amily werc designcd using the publishcd hurnan PEX gcnc 
sequence {The HYP Consortium 1995) and were used in an 
RT-nesred PCR reaaion with polyAT RNA purificd korn 
tcstis of CD1 mice 1Charlts River; Montréal, Quibec, Can- 
3d3). The exprcred 537-BP DNA fragment was generatcd 
and cloned in plasmid p C M  (invitrogen; Carlsbad, Ch). Sc- 
qurncinç of the DNA insen showed more than 979'0 idcnury 
with the h u m n  PE.X genc sequence (The HYP Consomum 
19QSi md it is identical to a DlVA snctch spanning the re- 
gion benvcen asparagine 453 and proiine 566 oi  tint pub- 
lishrd cDNh sequrnce oi mousc Pcu (Du et al. 1996: Be& et 
al. 1997; Strom et 31. 29971. 

Preparation of cRNA Probes 
The pCRU plasmid containing ihc Pex cDNA hgment was 
linearitcd with Xhol and used as a ternpiatc in an in vicro 
rranscriprion assriy to synthesize a single-strandcd anri-sense 
RNA probc with SP6 RNA polymerase. For concrol. scnsc 
R N A  probe was synthaized with l7 I W A  polymcrase aiter 
linearization oi the plasmid wiçh Kpnl. For ISH, Pex ribo- 
probes wcre laocicd with both (3SS]-üTP and [3sSI-CTP 
i 1250 Ci/mmol; .+mtrsham, hrlington Hcigha, IL) bccrzust 
very low mRKA levtls wcre rcportcd prcviously (The HYP 
Consorriurn 1995: Du et al. 1996; Beck et al. 1997). For 
Northcrn bloc anaiysis, probes were labelcd with [3ZPJ-UTP 
1800 Ciirnrnol; DupondNEN, Wiimingron, DE). The 18s 
rRNh probe ia generous giir frorn Dr. M. Uhier) is of bovine 
origrn and suongly cross-nybridites to a number o i  different 
marnrnaiian specics. 

In Situ Hybridization 
ISH was undertaken using RNase-irce solutions, sramng 
with irozen ayosrar tissue scctions diat were slowly im- 
mersed in cold formaidehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 
-2) and maintained in diis solucion for 45-60 min, thcn 
washed cxttnsivcly wirh PBS. f i e  tissues wcrc trwtcd for 10 
min with acctic anhydride in 0.1 .M X4. Aku dchydracion 
with alcohol, the sissue sections wcrc dried and then incu- 
bated ovvlight ar 5SC with a hybriduarion sohtion con- 
sisting of 75% iormamid- 10% poIycthyIcnt &col, 3 x 
SSC (1 i< SSC = 0.15 M NaCl, 0.015 h< Na auatc, pH 7.2), 

50 &l phosphate buffer, pH 7.2, 1 x Denhardt's (made 
£rom SO X stock soiution: 1 % Ficoll, 1 % polyviny~pyrroli- 
donc, and 1% bovine suum albumin in water), 0.5 mglml 
ycasr &l'A, and 0.1 mg/rnl sonicatcd dcnanued salmon 
spenn DNA. To increast the signaYnoise ratio, the ditho- 
chrcitol ( D m  concentration was set at 200 miM (Pvlillu ct 
ai, 1993). .*er hybridiwuon, the secrions wcrc wshcd se- 
quentially in 2. X ,  1 x ,  0.5 x ,  and 0. l x SSC containing 10 
d i  DïT for 10,15,20 and 60 min at ZOC, 10C SOC, and 
SSC, respccrivtly. .*er the washing step in 1 x SSC, the 
sections werc incuhated widi RNase h ar 200 ~ g / d  for 30 
min at 37C co remove unbound cRNAs. Sections wcrc then 
dehydmcd in a scrics of alcohol bachs and dried. Hybridiw- 
uon was cxamined on X-ray film {cxposure timc 5 days), fol- 
lowed by autoradiopphy using hTE-2 emulsion (Kodak; 
Rochester, hY) for 30 days ac 4C and developrncnr in D l 9  
soiution (Kodak). The scccions were stlined wich hematoxylin- 
eosin and viewrd under dark- and brighdield illumination. 
Some obse~r;icions were donc using Nomarski's amchment. 

Alkaline Phosphatase Activity 
Localizauon of alkaline phosphatase activiry (Roach and 
Shearcr 1939) was perionncd with an azo dyc couphg 
mechod I.Alkaline Phospharase Subsuate Kit, cat. # SK-5300 
Vcctor Blue) as rrcommcndcd by the manufacturer (Vmor 
Labontories; Burlingame, CA 1. 

RNA Extraction and Northern Blot Analysis 
bionhecn blot anaiysis was pcriormcd using total RxA from 
newborn and adult calvariae and rcrth, and from newborn 
birin, lung, and liver. For this purpose. the frozen nssues 
wcrc mixed wich TlUzal Rrqent (Life Technolo~edGibco- 
BRL; Bwlington, Ontario, Canadai and disrupccd with a 
Poiyuon. Total RNA was extractcd according to Chornczyn- 
ski (19931, as rccommendcd 'ay the rnrrnufacniter. As csti- 
mated by spectroscopy ac 760 nm, 16 pg of torai R-VA sam- 
ples was loadcd per lanc in 1% agarose gel containing 20 
mfvl HEPES, pH 7.5, i mV EDTA, and 6% torrnaldehyde. 
Alter clecrrophoresis, the RVA was rransicrred frorn the gel 
to a nylon membrane ana lixcd to the filtus by long-wave 
vv irradiacion. The filtus wert prchybridizcd at 6SC for 90 
min in a solution composed of 5% SDS, Pid'Or 0.4 LM, pH 
7.2, EDTA 1 mM, 0.1% BSA, 50% formamide tGibco/BRL) 
and wcre hybridized ovcrnight at 65C in rhe presence of the 
[3zP]-W-labcled ckKA probc. Afcer hy~ridizaaon, the fil- 
cers were washcd in 0.1 x SSC, 0.1% SDS, 1 miM EDTA at 
70C for 2 hr and exposed at -70C for 6 days to X-ray film 
(Kodak) with an intensifying scrcen. Once rhe exposure step 
was complctcd. the blots were boilcd in 0.1% SDS, 1 m !  
EDTA for le15 min and te-probcd with 18s rRNA. 

Pex ISH at Anatornic Resolution in Mouse Embryo 
The Pex expression pattern was anaiyzed by ISH using 
ana-sense nboprobes on histologicd sections obrained 
frorn ernbryonic and postnatal mice (Figures 1-5). ISH 
at anatomic resolution was exarnined a h  exnulsion 
autoradiography on ernbryonic Day 16 (el6) (Figure 
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Figure 4 Sites of Pax mRNA expression 
in mandible bone on el4 (a), el5 (b), 
el6 (cl, el9 (d), and p3 (el (short ar- 
rom). fht presence of P a  mRNA is also 
evidenr in developing indsor (long ar- 
rowr) on el9 (d). A second molar at an 
early stage of  developrncnt is unmarked 
(open arrow in el. The s a m  sections are 
shown after hematoxylin-eorin nain- 
ing (a'-f'). Ana delineated by four 
arrowheads in c' is shown at higher mag- 
nification in Figure 2a. (f) Control hy- 
bridization obrained with sense r ibb 
probes. Bar = 500 km. 
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1). Pes mLNA was readily detcctable in rrgions of 
caivaria, mandible, and ribs. hlthough not apparent in 
Figure 1, die venebrae and long bones also contained 
Pex *A on e16, whereas later, around birdi, Peu 
mRNA souid aiso be detecxed in developing teeth. Over- 
ail, Pex mRNA was localized within alkaline phos- 
phatase territory (not shown). Controls were pcrformed 
wirh sense riboprobes, which produced nonspecific 
background elevared in skia (see also Figures 3d and 
4d) and ske!eral muscles (not shown). Other tissues, 
including kidney, h g ,  liver, and brain, were negauve. 

Pex mRNA in Osteoblasts 
To idenrify cells synthesizing Pex dWA, representa- 
rive rissues were exarnined under higher rnicroscopic 
rnagnification. Figures la and 2a', which are higher 
magnifications of the area shown in Figure Sc, demon- 
strate the presence of Pex &NA on el6 in mandibu- 
lar intramembraneous ossification centers. This topo- 
graphically heterogeneous region is composed of an 
ossification zone (OZ) characterized by the presence 
OP (a)  a bone e.utracellular rnatrix with a dense cell 
popuiation on the border zone and (b) an undifferenti- 
rited rncsenchyme (Ml. ISH revealed rhe presence of 
Pes mRX.4 within ceiis bordering bone e.utracel1ula.r 
rnmk This topography suggests thar Pex-expressing 
cells are osreobiasrs. The majority of osteoblasts dis- 
play Pex ISH labrling (Figure la'). 

Hybridizaaon sites were ais0 identiûed in vertebrai en- 
dochondrril ossification centers (Figure 2b). P e s  mRNA 
w s  seen within an ossificauon zone (OZ) adjacent to 
an uniabeled calcfied zone (CZ) and the cartilage (Ca). 
Bone e?m;~celluiar mauk was weii deiincated within 
OZ, with a significanr concenuarion of Pex-labeled 
cells on a border zone. There was no apparent hybrid- 
ization Iabeling outside of OZ. 

Pex mRNA in Odontoblasts 
Within rooth, Pex m.RNA was concentrateci in the layer 
of odontoblasts (Od) (Figure Zc, which represents a 
higher magnilicarion of die area shown in Figures Sb 
and Zc'). In contrast, the Iayer of ameloblasts (Am) 
and rhr stellate reticdum of the enarncl organ (SR) were 
uniabeled, Because rhe d e n t i n ~ n a m d  ma& separates 
the odontoblast epithelium h m  the ameloblast cpirhe- 
La1 layer, the cell population expressing Pex r n W A  is 
parcicularly well-defined in this tissue. 

Pex mRNA Ontogeny 
To derennine temporal and Ussue-specific paaems of 
Pex gene expression, the calvari% mandible. and teeth 
were exarnined ar die stages preccding and foiiowing 
the onset of chondrificauon (ell), ossification (e14.5), 
and odontogenesis (e14). ISH resuks are shown in Fig- 
ures 3-5. 

Figure 3 shows the presence of Pex mRNA in the 
calvaria from e l 5  to p3. iUdiough rudimental calvaria 
is aiready visible on e l 4  (Figures 3a and 3aV), Pex 
mRNA is not derectabie a t  this rime but is evident 
thertafter. It is wonh noting the presence of bone ex- 
vacellular mauix within rudimentory alvaria a t  e l5 
but not el.). Rus  ma& was seen as a deposition of 
acelluiar eosinophiiic materia1 dong and wi& a space 
delineated by a front of osteoblasts (data not shown). 
Pex mRNA remains prcsent in the calvaria during 
later gestation and e d y  posmaml developmcnt. 

Figure 4 depias Pex mRNA disnibution in the 
rnandiblz from e l5  to p3. Despice the absence of the 
bone emraceIlular ma&, which is not present earIy 
on, the rudiments of the mandible bone are cvident by 
e14. Similar CO alvaria, a dramaric elcvation of Pex 
rnRNA is evident on el5 (Figure 4b). Pex rnR.N.4 re- 
mains present untii p3. 

in addiaon to bones, Pex mKVA labeiing can be 
observed in both incisors and molars, aithough the on- 
set of expression varies wirh cime of tooth develop- 
ment (Figures 4 and 5). Aii teeth shown in Figure 5 are 
hom the same section of e l 9  mouse and include one 
molar (Figures Sa and 5at), one inkrior inusor (Fig- 
ures 5b and Sb'), and one superior incisor (Figures Sc 
and Sc'). Incisors are suongly labeled, whereas rudi- 
mental molars not, The presence o i  dental extracellu- 
lar ma& was noced wit'hin the two incisors but not in 
the molar. In addition to incisors, first molars showed 
PES mR-.NA labeling on p3, whereas second molars 
were positive on p i  (results not shown). 

Characterization of ?ex mRNA in Adult Bone 
and Teeth 
lo v e d y  the prcscnct of Pex mRfjA in adult rnoust, 
Nonhern anaiysis was performed with total RNA ob- 
tained irorn p3 and adult tissues. A Pex manscript of 
approxirnarely 7 KB was deteaeci in calvariae and 
tecth (Figure 6) .  With 18s RFA as an interna] control 
for &VA Loading, it is ciear chat PEX mRNA leveis 
in calvariae are higher on p3 than in adulthood. Pex 
mR,r\lA was observed in p3 and adult teeth. Knowing 
that incisors, but not molars, present continuous g r o d  
in rodenrs, we isolated total &VA from adult incisors 
and molars and compared dieir levels of Pur &A. 
This cornparison demonsuated tbat a d d t  incisors ex- 
press higher m R ? U  levels of Pe.u than aduk molars. 
Pcx mRNA was nor detectable in newborn lungs, 
liver, and brain by N o d e r n  analysis. 

Discussion 
This report provides histochemicai evidence for Pex 
mkVA expression in murine embryonic and posrnacal 
bones and teeth. In these rissues, Pex mRhTA was de- 





Pex mRNA in Mouse Osteoblasts and Odontobksts 

Figure 6 Northern bloc analysis of Pex mRNA levels in mouse p3 
and adult calvariae. teeth. adult molarr. and incisors. p3 h g ,  p3 
liver, and p3 brain. Data shown are from three different Northem 
biat experimentr (Lane5 1-3, Pa, and 7-9). (a) About 16 pg total 
RNA/lane was hybtidized with a (uP]-UTP-labeied moue Pex cRNA 
probe. A 7-ra transacpt (arrow) was identified in calvariae and 
teetfi. Pex rnRNA was undetectable in p3 mouse h g ,  liver and 
brain. (b) 18s ribosornal RNA shown afrer hybridization with 185 
cRNA probe. 

recred in osreoblasts and odontoblsists, respectiveiy. 
With both ISH and Nonhern analysis, bones and teeth 
were the only tissues in whch the presence o i  the Pex 
mRY.4 couid be dectcted, suggesting chat these rwo 
tissues are ptivileged sites for Pex expression in the 
dcveloping mouse. -4 signifiant concenrrarion of Pcx 
rnR3.i \vas also cietected in adult incisors, which grow 
continuousIy in rodencs, waereas in adult caivariae and 
ln nongrowing rnalars Pex mR-?A expression appeared 
to be considerably lower. Takcn together, these data 
suggest a role ior Pex in die developmcnt of bones and 
teeth. 

Osteoblasts and chondroblastslchondrocyres are irn- 
ponant ce11 components of devetoping bone. Maior 
products of osteoblasts and chondrocytes are the &Y- 

tracellular rnauix of boni: and camlage, respectively. 
The bone e.wacellular rnatrix is cornposed of 90% 
cohgen and 10% noncollagenous proteins (Desbois 
and Karsenry 1995; Nefussi et al 19971, including os- 
reocalcin, osteoponrin, bone sidoprotein, and osteonec- 
tin. Our ISH resulw provide evidence for the presence 
ai  Pex mRNA in osteoblasts, localized in close prox- 
imiry (border zone) to che e.macellular manix, sug- 
gesting chat Pex may play a role in ma& eiaboration, 
deposition, andlor mineraiizarion. In addiaon, we dem- 
onstrare a temporal relarionship between the onser of 
Pex mRNA c~pression and the onset of rnaaix deposi- 
tion. Althou& nor identicaI to the situation observed 
during bone deveiopmenr, Pex d W A  expression in 

tee& also suggests a suiking correlation with ma& 
deposition. 

Our results are in concordance wirh the dinical fea- 
nues of Hyp and Gy mice, which harbor large dele- 
rions in the Pex gene (Bcck et al. 1997; Suom er al. 
1997). Both mutant animal models exhibit abnomdi-  
ues in bone and rooth formation, including rickets, os- 
reomalacia, and formation of an interglobular dentin 
(Eicher et al. 1976; Lyon et al. 1986; Abe et al. 1992). 
In Hyp rnice, mineralization oi bone exuacellular rna- 
trix is delayed (Ecarot-Charrier et al. 1988; Ecarot et 
al. 1992). Therefore, loss oi  Pex h a i o n  appears to 
bc responsible for the bone mineralization defea in 
Hyp rnice. The precise mechanism by which Pex may 
rcgulate mineraiization of the e.wacellular marrix is 
unclear. Howevcr, the Pex pronin smcnir t  suggests 
chat it may Nncrion as a peptidase (The HYP Consor- 
tium 1995; Turner and Tanzawa 1997). Therefore, 
one can posdate  that Pex is a kcy component con- 
uoting rhc bioactivity of one or several peptides influ- 
encing osteoblasr and odoncoblasr proliferation and/ 
or differentiation. It may also be involved in proteoly- 
sis of e.xracelluiar matri.. proteins. In chis regard, a n  
interesting candidate is ostcocalcin, a 16 amino-aad 
pepudt produced and sccrcted euclusively by osteo- 
biascs and odontoblasts (Desbois et 31. 1994; Desbois 
and Karsenry 1995). Scudies performed with knockour 
mice suggest that osteocakin intederes wirh the min- 
eralization procrss ( D u q  er a[. 1996), a finding com- 
patible with the plasma levels of osteocalcin in Hyp 
mice relative to normal mice (Gundberg et al. 1992). 

Like patients with XLH, both Hyp and Gy murant 
niice deveIop hypophosphaternia secondary to impaired 
renal phosphate reabsorption (Rasmussen and Tenen- 
house 1995). The rclationship berween the renal phos- 
phate transport deiect in XLH, Hyp, and Gy mice and 
the loss of Pex function is not dear. .4 possible role of 
PW</Pex rnay be ro metabolize a heretofore unicienti- 
fied circulating peptide hormone involved in regula- 
rion of renat phosphate transport and phosphate ho- 
meostasis. A factor chat inhibits phosphate uptake by 
normal mouse proximal tubule cells in primary cul- 
m e  was recendy repomd in Hyp mouse semm (La- 
ieunesse et d. 1996), a finding consistent with data 
kom parabiosis c.upcriments between normd and Hyp 
mice (Meyer et al. 1989) and lïidney cross-transplan- 
cation srudies in Hyp vs normal mice (Xesbin et al. 
1992). This hyporhetical p h o s p h a ~ i c  factor has not 

Figure 5 Pex mRNA pmem in develaping teeth (long arrows) and mandibular bone (short amws) in el9 mouse. Eady (a), medium (b), 
and more advanced (c) tooth deveiopmentai sages conelate with different levelr of P u t  mRNA, being undetectable in molar primordium 
(curved arrow in a) and more enendcd in inosors (b.c), Nate lateral mctenUon of Pex mRNA distribution in the more developed incisor 
(srnaIl. thin armws in c). (d) Comrol hybndization obtained with sense nboprober, Area deiineated by four arrowheads in b' is shown a 
higher magnifimion in Figure 2c Bar = 200  m. 
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yec been idenrified and iw source has not becn estab- 
iished. We suggest that osrtoblasts and odontobIasu 
may be involved in che inactivation of this hypothcti- 
cal factor. .Uternatively, Pex could be involved in the 
processing of an inactive precursor into a bioaaive 
peptide thar stimulates phosphate reabsorpcion by the 
kidney. 
in conciusion, we demonsuate the presence of Pex 

mRNA in borh embryonic and adult bones and teeth. 
Cells cxpressing Pex have been idennfied as osteo- 
blascs and odontoblasrs. Therefore, Pcx could be a 
usehl marker for these rwo ceil types. In adult bones, 
the levels of Pex mRNA were lower than those in em- 
b ~ o s .  In adult teeth, Pex rnR?SA concentration re- 
rnained devated in incisors and was Iower in molars. 
These results suggest thar Pex is involved in the devel- 
opment of bone and toorh tissues. 
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Cette étude est la suite de l'article précèdent, où nous avons démontré la 

présence des ARNm de Phex dans les os et les dent de souris. Ici, nous utilisons un 

anticorps monoclonal dirigé contre PHEX humaine pour montrer la présence de la 

protéine dans des exmits tissulaires d'os et de dents par Western blot, et au niveau 

cellulaire, à la surface des ostéoblastes, ostéocytes et odontoblastes, par 

irnmunohistochimie. En outre, nous démontrons que les niveaux de la protéine Phex 

diminuent avec l'âge, confirmant nos résultats avec les ARNm et suggérant une 

corrélation entre la présence de Phex et la croissance des os et des dents. 

Par la suite, nous regardons I'expression de Phex chez la souris Hyp. Ce 

mutant naturel porte, selon des études génétiques, une large délétion de la partie 3' 

du gène Phex et est le modèle animal utilisé pour étudier le rachitisme familial 

hypophosphatémique lié au chromosome X. En utilisant les techniques d'hybridation 

in situ, nbonuclease protection assay, Western blot et immunohistochimie, nous 

démontrons l'absence des AREim et de la protéine Phex chez ce mutant. 

Pour finaliser, nous vérifions si l'absence de fonction de Phex influence 

l'expression d'autres gènes par les ostéoblastes. Nous étudions l'expression de NEP, 

une autre endopeptidase présente dans les ostéoblastes et capable de dégrader, in 

vitm. certains peptides ostéogéniques, ainsi que I'expression des marqueurs de 

différenciation tardive des ostéoblastes, comme I'ostéocalcine et le récepteur de 

PTWPTHrP. Nous démontrons une augmentation des ARNm codant pour 

l'ostéocalcine pendant la période embryonnaire, augmentation qui disparaît après la 

naissance. donc transitoire. Par contre, pas de différences significatives ont été 

rémarquées entre la souris Hyp et le contrôle normal, en ce qui concerne la NEP et le 

récepteur de PTWPTHrP. 

En conclusion, nos résultats montrent Phex comme une glycoprotéine 

présente dans les ostéoblastes, ostéocytes et odontoblastes, dont le niveau 

d'expression dépend de l'âge. Également, nous rapportons l'absence de Phex, -4RNrn 

et protéine, chez la souris HP. 
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ABSTRACT 

Mutations in PHEX, a phosphate-regulating gene with homology to 

endopeptidases on the X chromosome, are responsible for X-linked 

hypophosphatemia (XLH). The murine Hyp homologue has the phenotypic features 

of XLH and harbours a large deletion in the 3' region of the Phex gene. We 

characterized the developmental expression and tissue distribution of Phex protein, 

using a monoclonal antibody against human PHEX, examined the effect of the Hyp 

mutation on Phex expression, and compared neprilysin. osteocalcin, and PTHPTHrP 

receptor gene expression in bone of normal and Kvp mice. Phex encodes a 100 - 105 

kDa glycoprotein, which is present in bones and teeth of normal mice but not H'jp 

animals. niese results were confirmed by in situ hybndization and ribonuclease 

protection assay. Phex protein expression in femur and calvaria decreases with age, 

suggesting a correlation between Phex expression and bone formation. 

Immunohistochemical studies detected Phen protein in osteoblasts, osteocyies, and 

odontoblasrs, but not in osteoblast precursors. in contrast to Phex, the abundance of 

neprilysin mRNA and protein is not sipificantly altered in Hvp bone. Similarly, 

osteocalcin and PTWPTHrP receptor gene expression are not cornpromised in bone 

of Hip mice. Our results are consistent with the hypothesis that loss of Phex function 

affects the minrralizing activity of osteoblasts rather than their di fferentiation. 

Key words: X-linked hypophosphatemia, osteoblast. osteocyte, odontoblast, 

endopeptidase. 



INTRODUCTION 

X-linked hypophosphatemia (XLH) is the most fiequently occming form of 

inheriied tickets in humans, with an incidence of 1 in 20,000 individuals". It is a 

dominant disorder of phosphate homeostasis charactenzed by groowth retardation, 

rachitic and osteomalacic bone disease, hypophosphatemia and renal defects in 

phosphate reabsorption and vitamin D metabolism'. The gene responsible for XLH 

was identified by positional cloning and designated PHEY (formerly PEY) to s ip i@ 

a mosphate regulating gene with homologies to Endopeptidases on the X 
chromosome3. To date, 113 mutations in the PHEY gene have been identified in 

SLH (http://data.mch.mcgill.ca/PHEXdb). These mutations are scattered 

throughout the Bene and the majority is predicted to result in the loss of functional 

PHEX protein. 

Previous studies have examined PHEXRhex ( P H ' h e r  refen to human 

and mouse genes. respectively) mRNA tissue distribution by RTIPCR~"~, 

ribonuclease protection assay9 and Northem analysis 9.10.12.13 in humans and mice. 

Evidence for the presence of PHEX/Phex mRNA was found in mouse boneçY'". in 

human fetal bones9*12 and 1ung9*'3 as well as in adult hurnan 0 ~ ~ ' ~ .  Using in situ 

hybridization (ISH) on mouse embryo sections, we found that bones and teeth were 

the major sites of Phex mRNA expression in the developing mouse'". 

The precise physiological role of PHEX is unknown and the mechanisms 

whereby loss of PHEX function causes renal phosphate wasting, abnormal regulation 

of vitamin D metabolisrn and impaired bone rnineralization are not understood. 

Homology of PHEX to the Ml3 family of zinc metallopeptidases, which includes 

neprilysin (NEP, neutral endopeptidase 24.1 1) and endothelin-converting enzyme 1 

and 2 (ECE- 1 and ECE-2), has raised important questions regarding PHEX function 

at the molecular level. It is postulated that PHEX is involved in the activation or 

inactivation of a peptide homone(s) which plays a key role in the regdation of bone 

mineralization, renal inorganic phosphate handling and vitamin D metabolism. This 

peptide hormone could be phosphatonin, the putative phosphaturic factor secreted by 

mixed mesenchymal tumos denved fiom patients with Oncogenic 



Hypophosphaternic Osteomalacia (0~0)'~". O H 0  patients present with a rend 

phosphate leak, dysregulated vitamim D metabolism, and bone disease, much like 

XLH patients, and it has been hypothesized that the overproduction of phosphatonin 

by rnesenchymal tumon is likely responsible for this phenotype15. However, the 

molecular identity of phosphatonin has yet to be established. 

Much of Our knowiedge of XLH denves from studies of murine Hyp and G-v 

homologues. whic h exhibit the same phenotypic features that charactenze patients 

with XLH'~*''. Previous genetic studies have demonstrated that Hyp mice harbour a 

large delerion in the 3' region of the Phex gene spanning 18 to 33 kb, which includes 

the putative active site of the protein and suggests a loss of function mutation930. The 

Hvp mouse is characterized by hypophosphatemia resulting fiom a defect in Na+- 

phosphate cotransport across the renal brush border membrane'12', abnormal renal 

vitamin D r n e t a b o l i ~ m ~ ~ ~ ,  and a defect in osteoblast-mediated m i n e r a l i ~ a t i o n ~ ~ ~ ~  

(for review, see This naturally occurring mutant provides a unique model in 

which to investigate the molecular and biochemical events linking Pher mutations to 

defects in reoal phosphate reabsorption, vitamin D metabolism and bone 

mineralization. 

In the present study. we used a monoclonal antibody raised against human 

PHEX to characterize the developmental expression and tissue distribution of Phex 

protein. In addition, we examined the effect of the Hyp mutation on Phex protein 

and mRNA expression, and compared the expression of neprilysin, osteocalcin and 

PTWPTHrP receptor in bone of normal and Hyp mice. We demonstrate that Phex 

protein is present in osteoblasts, osteocytes, and odontoblasts of normal but not Hyp 

mice. In addition, despite the loss of Phex expression, neprilysin, osteocalcin and 

PTWPTHrP receptor expression are not compromised in Hyp mice, consistent with 

the presence of mature osteoblasts in mutant bone. Our results suport the view that 

abnormal bone formation in Hyp mice is not caused by impaired differentiation of 

osteoblasts but rather by a defect in their ability to mineralize the matrix. 



MATERIALS AND METHODS 

A nimals 

Mutant Hyp hemizygote and normal embryonic (e17), postnatal (P4) and 

adult male mice were used in the present study. Al1 expetiments were conducted in 

accordance with the guidelines of the Canadian Council on Animal Care. The 

animals were obtained by breeding C57B11'6J Hyp/+ females with C57B 1/6J +N 

males. The original breeding pairs were obtained fiom The Jackson Laboratory (Bar 

Harbor, ME). The sex of e l7  mice was determined by PCR of genomic DNA from 

mouse tail using the primers F4230 (AGGTCTACAGCCAGGTAGAA) and R423 1 

(CAAAGACCCATAGGTACCCA). which detect a mouse Y chromosome repetitive 

sequenceY . El7 and P4 normal males were distinguisbed fiom Hyp male littermates 

by PCR of tail genomic DNA using primers fiom the 5' (F449 - 
AAGCAGATGCCAAGCCACTG and R633 - 
ATCAGGGGACACATACAAACGG) and 3' (F 1784 

AAAATGG.4AACCTTGATCCGTGG and RI893 

GCCGGCTTTCTTCCAATAATAG) regions of the Phev gene. A PCR fragment of 

181 bp was obtained with DNA fkom both normal and Hyp mice with 5' primers 

whereas a 108 bp fragment was obtained with DNA fiom normal but not from Hyp 

mice with 3' primers. Adult Hyp mice were identified by their lower body weight, 

shoner tail, and h y p ~ ~ h o s ~ h a t e r n i a ~ ~ .  

Monoclonal antibodies 

To produce monoclonal antibodies to PHEXRhex, part of the coding region 

of the human PHEX cDNA (fiom Lys121 to GenBank accession number 

U75645) was amplified by PCR and cloned in plasmid pGEX-GST (Phamacia 

Biotechnologies, Baie d'Urfé, Qc). The recombinant plasmid was used to ûansform 

Escherichia coli strain AP401 for production of PHEX-GST fusion protein. 

Induction of synthesis and purification of the PKEX protein Fra-ment was performed 

as recommended by the supplier (Pharmacia Biotechnologies, Baie d'Urfé, Qc). 

BALBk mice were immunized by intraperitoneal injection of 200 g of PHEX 



protein fragment in complete Freund's adjuvant. Booster injections and fusion of 

spleen cells with myeioma cells were performed as d e ~ c n b e d ~ ~ .  Culture supematants 

were tested for PHEXlPhex protein recognition by immunoblotting of protein 

exaacts from LLCPK, cells transfected with PHEX cDNA and later in moue bone 

proteins extracts. Four hybridoma culture supematants were found to recognize 

PHEXPhex protein. One of them designated as 13812 was used in this work. 

The anti-neprilysin (NEP) monoclonal antibody 18B5 was previously 

desc~-ibed~~, and its specificity was determined by immunobiot analysis of protein 

cxtracts from cells transfected either with PHEX, NEP or ECE-1 cDNAs as 

described (Ruchon et al., submitted). 

Transfectio of cultured mammalian cell lines 

Recombinant NEP, ECE-1 and PHEX proteins were obtained by transfection 

of MDCK (NEP and ECE-1) or LLC-pKi cells (PHEX) with mamrnalian expression 

vcctors containing the appropriate cDNA. cDNAs for human PHEX and rabbit NEP 

were previously cloned in our laboratory9". Human ECE-1 'cDNA was a generous 

uift fi-om Dr. O. Valdenaire (Roche, Basel). Transfections were performed as z 

previously described3'. 

Protein extraction and h m  unobloîting analysis 

Lyophilized tissues were homogenized (10% wiv) in 50 mM Tris-HCI pH 

7.1, 150 mM NaCl, 2.5 rnM EDTA, 1% n-octylglucoside, and a cocktail of protease 

inhibitors (2 giml leupeptin, 2 g/ml aprotinin, 2 mM P-mercaptoethanol, 100 

d m 1  A-PMSF, 10 M pepstatin), incubated on ice for Ih, and cennifuged at 
C 

13.000 rpm for 30 min at 4°C. Mer quantification of total proteins in the 

supematants (DC protein assay kit, Biorad, Mississauga, On), 60-100 g of protein 

were resolved by SDS-PAGE on a 10% gel, ûansferred to a nitrocellulose membrane 

and immunoblotted with the l3B 12 anti-PHEX monoclonal antibody &or l8BS 

anti-NEP monoclonal antibody. Imrnunoreactivity was revealed by 

cherniluminescence using the Renaissance Kit (NEN life Science Products, Boston, 

MA). Membranes were then stripped as recommended by the manufacturer and 



reprobed with an anti-actin immunopurified IgG (A.2066, Sigma, Missisauga, On). 

Protein degiycosylatioon 

Peptide:N-glycosidase F, also known as PNGase F, was purchased as a kit 

(New England BioLabs, Beverly, MA) and used as recommended by the supplier. 

Briefly, protein extracts were incubated with PNGase F for 60 min at 37 O C  

immediately before loading ont0 gels for electrophoresis. 

Inzrnurioliistoclremistry 

For irnrnunohistochemical studies, 4-day-old normal and e v p  mice were 

anesthetized with sodium pentobarbital (40 mgkg i.p.), cannulated through the lefi 

ventricle and ascending aorta and perfùsed for 30 sec with lactate ringer solution 

(Abbott). followed by 4% formaldehyde for 20 min. After pemision. the heads and 

limbs were cut from each mouse and irnmersed in the same solution for an 

additional 12- 18h at 4°C. Tissues were dehydrated in graded ethanol solutions, 

cleared with xylene, and embedded in paraffin without decalcification since 

mincralization is not complete at this developmental stage. 

Immunohistochemistry was perfomed on sagittal sections ( 5 -10 pm) of 

heads and lirnbs. The 13B12 anti-PHEX monoclonal antibody was used as the 

prirnary antibody at a 1/100 dilution. The ~istornouse'"-SP Kit (Zymed 

Laboratones Inc., San Francisco, CA), designed for examination of mouse tissues 

with mouse pnmary antibodies, was used as recommended by the manufacturer. 

Immunoreactivity was detected with the HorseRadish Peroxidase-Strepravidin-Biotin 

amplification method. using AEC chromogen/substrate system, which yields an 

intense red deposit that is seen around the antigen.ntibody/enzyme cornplex. The 

sections were counterstained with hematoxylin, also furnished in the kit. Controls 

were performed using preimrnune mouse IgGs. 

In situ hybrididon (ISH) 

ISH was perfomed essentially as describedI4 except for the RNase A 

concentration which was 20 @ml instead of 200 &ml. Sense and antisense 



riboprobes labeled with both [35~]-~TP and ?'SI-CTP (1250 Cihno l ;  Arnersham 

Arlington Heights, IL.) were prepared by in vimo transcription of appropriate 

linearized plasmids. Plasrnids used were: for Phex, previously descnbed pCRII 

piasmid containing the Phex CDNA'~; for NEP, plasmid pT7T3D-Pac (purchased 

from ATCC, Rochille, MD, catalogue t: 570653) containing a 1460 bp mouse NEP 

cDN.4 insert, corresponding to the iast 233 amino acid residues of the coding region 

(from Gln 52 1 to the stop codon ) and d l  the 3'UTR; for osteocalcin, pBluescnpt 

containing a 420 bp cDNA, spanning nuceotides 32 to 451 of the published 

çequenct?; for PTWPTHrP receptor, pBluescript containing a 528 bp cDNA from 

nucleotides 193 to 721 of the nucleotide sequence data (Genbank, Accession number 

X78936). 

Hybridization was examined on X-ray film (exposure time 6 to 120 hours), 

followed by autoradiography using NTB-2 emulsion (Kodak, Rochester, NY) for 8 to 

30 days. The sections were stained with hematoxylirdeosin and viewed under dark- 

and bnght-field illumination. 

Ribon uclease protection assay 

The 3' Phex and P-actin cDNA constnicts used for nboprobe synthesis were 

described previously9. For Nep nboprobe synthesis, a 414 bp cDNA fragment, 

corresponding to nucleotides 1590 to 2003 of the mouse Nep cDNA sequence, was 

subcloned into pCR2.1 plasmid and linearized with CvnI. The Phex, Nep and P-actin 

cDN.4s were transcribed using either T3 or T7 RNA polymerases and [U-~'P]UTP 

(800 Ci/mmol; ICN, Mississauga, On) as descnbed previouslygJ7. 

The ribonuciease protection assay was performed as described previously937. 

Briefly. total RNA (20 pgg) was isolated fkom calvaria of P4 normal and Fftp male 

mice using TRIzol Reagent (GIBCO/BRL), hybridized with the appropriate labeled 

riboprobes ( 5  x 10' cpm) at 50° C for 18h, and treated Mth 2 pgiml RNase Tl at 30' 

C for 1 h. The protected hgments (Phex, 246 bp; Nep, 35 1 bp and p-actin, 137 bp) 

were precipitated, heat denatured and electrophorezed on 6% denaturing 

polyacrylamide gels. The gels were dried and exposed to a PhosphorIrnager screen 

for quantification of radioactive signals under conditions where linearity is achieved, 



and to Kodak Biomax MRl film for photography. 



RESULTS 

Specificity of monoclonal antibody 13812 

A monoclonal antibody designated 13B 1 2, directed against the N-terminal 

domain of the recombinant human PHEX protein ( L y ~ ~ ~ ~ - G l u ~ ~ ~ ) ,  was developed. 

The specificity of this antibody was assessed using protein extracts from cells 

transfected with human PHEX, rabbit NEP or human ECE-1 cDNAs. Imrnunoblot 

analysis showed that the antibody recognizes a PHEX band migrating at 

approximately IO5 kDa (LLCPKI-PHEX cells in Fig. 1A). This antibody did not 

recognize recombinant NEP or ECE-1 proteins (MDCK-NEP and MDCK-ECE1 

cells in Fig. 1 A), but the latter were detected by their corresponding antibodies (data 

not shown). 

i\ionoclonal antibody I3BI2 detects a glycoprotein in bone extracts 

We next used monoclonal antibody 13B12 to examine Phex protein 

expression in bone extracts. 138 12 detected a protein of approximately 100 D a  in 

extracts of femur denved from postnatal day 1 (P4) nonnal mice (Fig. 1B). This 

molecular mass is slightly lower than that observed for recombinant PHEX produced 

in LLCPK, cells, which is estimated at 105 kDa. However, both proteins migrated 

with an apparent molecular mass of 82 D a  afier treatment with PNGase F (Fig. lB), 

suggesting that the difference observed between the bone and recombinant proteins 

results from specific glycosylation patterns. We consistendy observed a doublet after 

PNGase treatment of recombinant PHEX. The exact nature of the difference between 

these two forms of PHEX is unknown, but it could be due to incomplete 

deglycosylation. Although PNGase F removes most N-linked oligosaccharide side 

chains, complex sugars are known to be resistant to this treatment. 

Plier in bones arid teeth of newborn and adult nice 

Our previous snidies have suggested that Phex mRNA abundance decreases 

with ageI4. Therefore, we examined Phex protein levels in the bones and teeth of P4 

and adult mice. Immunoblotting showed the presence of Phex in protein extracts of 



bones (calvaria and femur) and teeth (incisors), whereas extracts from kidney, liver, 

lung, ovary and testis were negative (Fig. 1C). This is consistent with previous ISH 

data showing that Phex was expressed only in bones and teeth'! Our results also 

showed high levels of Phex protein in P4 femur and calvaria and a marked decrease 

in the abundance of the protein in adult tissues (Fig. 1C). These data suggest that 

there is a temporal relationship between the presence of Phex and bone growth 

andior mineralization. 

In1 mun ocytuch emicai localization of Phex in osteob fasts, osteocytes and 

odonto blasts 

To localize Phex expression at the cellular level, sections of incisors (Fig. 2A 

and 2C).  mandible (Fig. 2A and ZG), calvaria (Fig. 2E) and femur (data not shown) 

derived From 4-day-old mice were examined by immunocytochemistry using 

monoclonal antibody 13B12. In incisors, Phex was observed in odontoblasts (Fig. 2A 

and C: od in C). In bone, the protein was detected in osteoblasts and osteocytes (ob 

and ot in Fig. 2E). Pronounced Phex immunostaining was also detected on cellular 

processes of osteocytes, osteoblasts and odontoblasts. These processes traverse bone 

matrix and dentine (arrowheads in Fig. 2E and 2C) indicating that Phex is in close 

contact with the extracellular matrix in bones and teeth. In contrast,. Phex 

immunoreactivity was not detected in either preosteoblasts, osteoblastic precursors or 

periosteal cells at the periosteal surface of flat @o, op and pc in Fig. 3) and long 

bones (data not shown), providing evidence that Phex is a marker of differentiated 

osteoblastic cells. Controls performed with preimrnune mouse IgGs were negative. 

Absence of Phew in Hyp mouse 

In the Hyp mouse, the 3'deletion in the Pher gene begins at exon 16 and 

spans 18 to 33 kb of the genegJ0 . To determine whether Phex m W A  could be 

detected in tissues fiom these animals, we first performed ISH studies with P4 

normal and Hyp male littermates. The results showed the presence of Phex mRNA in 

the normal mouse (arrows in Fig. 4A) but not in the Hyp littermate (thin arrows in 

Fiz. JB). Similar results were obtained by ribonuclease protection assay (Fig. 5). A 



protected Phex RNA fragment of approximately 246 bp was evident in P4 normal 

calvaria (fint two lanes in Fig. SA). However, this hgment  was not detected in 

calvaria obtained fiorn 16 P4 Hyp mice (data not shown). Fig. 58 presents a 

quantification of the ribonuclease protection data. 

These reçults were confirmed at the protein level by irnmunohistochemical 

(Fig. I A  to H) and immunobloning studies (Fig. 6). The immunohistochemistry 

revealed that whereaç Phex is clearly present in Cday postnatal normal mice (Fig. 

?A, C, E and G), no Phex protein was detectable in bones and teeth From age- 

matched P1 Mvp mice (arrows in Fig. 1B, 2D, 2F and 2H). It is interesting to note 

that osteoid area (non-mineralized bone matrix, stained in pi&) is enlarged in 

calvaria of P4 Hvp mice (asterisk in Fig. 2F) when compared to age-matched normal 

mice. Immunoblotting perfonned on proteins extracted from P4 and adult calvaria 

also demonstrated the absence of Phex protein in Hvp mice (Fig. 6). Of note is the 

are-relatea decrease of Phex protein in calvaria from normal mice (C in Fig. 6). No 

Phes proteiïi was detected in kidney and liver extracts prepared from normal mice. 

Nepribsin, osteocaicin and PTH/PT.UtP recepior in Hyp mouse 

To determine whether the absence of Phex in Hvp mice affects the expression 

of other bone proteins, we evaluated the expression of nepnlysin, osteocalcin, and 

PTWPTHrP receptor, known to be present in differentiated osteoblasts. 

Neprilysin rnRNA distribution, as determined by ISH, appeared sirnilar in 

both control and Hyp mice (data not shown). By ribonuclease protection assay, a 

slight but non-significant increase in nepnlysin mRNA levels was observed in Hyp 

calvaria relative to normal counterparts (Fig. SB). We also estimated neprilysin 

protein levels b y immunoblotting, using an anti-NEP monoclonal antibody (Fig. 7). 

The results showed the presence of neprilysin in P1 calvaria (C) and kidney (K), but 

not in the liver (L). The abundance of nepnlysin protein appeared sirnilar in normal 

and H p  mice (Fig. 7). 

Osteocalcin and PTH/PTHrP receptor are late marken in the osteoblastic 

lineage and, like Phex, are expressed by mature osteoblasts. Embryonic (E17) and 



postnatal (P4) sections of normal and Hyp rnice were used for ISH with osteocalcin 

and PTHPTHrP rec eptor riboprobes. Results c onfimed previous data showing that 

osteocalcin rnRNA expression is confïned to mouse bones and teeth (Fig. 8A-D). 

Interestingly, increased levels of osteocalcin mRNA could be observed in Hyp mouse 

skeleton at El7 (arrows in Fig. 8C) as compared to normal (thin arrows in Fig. 8A). 

This remarkable difference in rnRNA levels does not persist, since P4 Hvp and 

normal mice display similar levels of osteocalcin mRNA (Fig. SB and 8D). The 

increase in the osteocalcin mRNA levels at El7  appears specific since the rnRNA 

levels of PTWPTHrP receptor, another marker for the same developmental stage, is 

not increased in the Hvp moue compared to the normal mouse (Fig. 8E and 8G). 

PTH/PTHrP receptor mRNA levels are also similar in normal and Hyp mice at P4 

(Fig. 8F and 8H). 



In the present study, we provide irnmunocytochemical evidence for Phex 

protein expression in osteoblasts, osteocytes and odontoblasts of normal mice, using 

a specific monoclonal antibody raised against an expressed protein fragment 

corresponding to amino acids 121 to 294 of the PHEX protein. We also detected 

Phex protein in extracts of bones and teeth denved fkom postnatal and adult mice, but 

not in corresponding extracts of lung, liver, kidney, ovary, or testis. In addition, we 

observed a decrease in Phex protein abundance as a function of age, consistent with 

our previous in s i m  hybridization studies which showed a temporal relationship 

benveen Phex expression and bone growth a d o r  mineralizationl'. Of interest t a s  

the absence of Phex protein in osteoblast precurson, indicating that Phex protein is a 

marker of differentiated bone forming cells. This observation is in agreement with 

results obtained in osteoblast-like ce11 cultures'1J8. Finally, the high levels of Phex 

detected in osteocytes make this protein an interesting marker to snidy the later 

stages of osteoblastic ce11 differentiation. 

This paper also demonstrates that the P H W P h e x  gene encodes a 100 to 105 

kDa glycoprotein as detemined by SDS-PAGE. Digestion with PNGase F, which 

removes most N-linked oligosacchande side chains, decreased the molecular mass of 

the protein by approximately 20 kDa, indicating that 20% of the mass of the native 

protein is cornposed of sugars. Phex has nine putative N-glycosylation sites. Whether 

al1 these sites are glycosylated in the native protein is unknown, but site directed 

mutagenesis expenments have s h o w  that in NEP, an endopeptidase showing 

significant homology with Phex, al1 5 sites are utili~ed'~. 

It is of interest that we were unable to detect Phex protein expression in 

mouse lung and ovay whereas previous reports documented Phex mRNA expression 

in these t i s ~ u e s ~ " ~ ~  albeit at a lower level than that in bone9. The discrepancy 

between Phex mRWA and protein expression may be explained by differences in the 

sensitivity of the techniques used and/or tissue-specific differences in translation. 

We also examined the effect of the murine Hyp mutation on Phex protein 

expression. We show that Phex protein is absent fkom Hyp osteoblasts, osteocytes 



and odontoblasts. Although in a previous studyM Phex protein was not detected in 

bone extracts and culnired osteoblasts denved from Hp mice, the antibody used had 

been raised against a Phex peptide encoded by the 3' region of the Phex cDNA, 

which is deleted in Hyp micegJO. Thus, the antibody would not recognize the 

predicted truncated Phex protein that might be produced in the mutant strain. The 

antibody used in the present snidy is directed against a region of the Phex protein that 

is retained in Hyp mice. thereby providing unequivocal evidence for a CRM (cross 

reacting material) negative mutation in this mouse model. This suggests that the 

predicted truncated protein is likely subject to rapid degradation by endoplasmic 

reticular quality connol rnechani~rns~~. 
4 1 AZ.43 In agreement with histomorphomeûic data , we found that the osteoid 

area is enlarged in P4 Hyp calvaria when compared to that in age-matched normal 

mice. Whib this enlargement could be due to excessive matrix accumulation, 

previous studies failed to provide evidence for abnormal matrix deposition in Hyp 

boneu"'. However, there is considerable evidence for a rnineralization defect in Hyp 
41.42.43 bone from histomorphornetric studies . Taken together, the findings are 

consistent with the notion that the increase in osteoid area in Hyp mice can be 

ascnbed to impaired rnatrix minenlization. 

Previous studies demonstrated that phosphate supplementation of Hyp mice 

heals the rachiric bone disease but fails to correct the osteomalacic lesionsa. 

Moreover, bone cells isolated fiom Hyp mice are unable to produce normal bone 

after transplantation into a normal environment and are not corrected by phosphate or 

1.25-dihydroxyvitamin D*'". On the basis of these findings it was suggested that the 

rnineralization defect in Hyp mice is caused not only by hypophosphatemia, arising 

from the renal phosphate le&'"' (see 'O for a review), but also by an intrinsic 

osteoblast de f e~ t ' ~ '~ .  This hypothesis is M e r  supported by the demonstration that 

mice homozygous for the dismpted NaT-phosphate cotransporter gene, Npt?, do not 

develop rickets and osteornalacia in the face of significant hypophosphatemia46. 

Moreover, irnmortalized osteoblasts derived nom Hp mice accumulate significantly 

less calcium and exhibit a pronounced defect in bone nodule rnineralization in 

culture when compared to irnmortalized osteoblasts fkom normal mice4'. In this 



regard, our current and previous ontogeny studies, demonstrating that the onset of 

Phex expression coincides with the beginning of matrix deposition in bone14, are also 

compatible with a primary osteoblast defect in Hw mice. 

To determine whether the loss of Phex protein could affect the expression of 

other osteoblast markers, we exarnined the expression of neprilysin, osteocalcin and 

PTH/PTHrP receptor genes at embryonic day 17 and at postnatal day 4 in normal and 

Hip mice. We recently demonstrated that neprilysin, an endopeptidase with 

signiticant homology with Phex, c m  degrade several peptides known to stimulate 

osteoblast di fferentiation andlor bone formation (Ruchon et al., submitted). 

Ribonuclease protection assays and western blotting indicated that the relative 

abundance of neprilysin mRNA and immunoreactive protein was not significantly 

different in normal and Hyp rnouse bones. These results suggest that neprilysin and 

Phex are probably not involved in modulating the sarne cellular fûnctions, consistent 

a i th  our observations that neprilysin is expressed early in al1 cells of osteoblastic 

lineage (Ruchon et al., submitted), while Phex expression is restricted to mature 

osteoblasts and osteocytes. It was recently reponed that nepnlysin-like activity is 

higher in cultured osteoblasts derived from Hyp mice when compared to normal 

os te~b las t s~~ .  However, since the neprilysin-like activity was not fully inhibited by 

thiorphan, a specific nepnlysin inhibitor, it is possible that an as yet unidentified 

enzyme with catalytic propenies similar to neprilysin rnay be up-regulated in Nvp 

mouse osteob~asts~~. 

Our in situ hybridization data show increased osteocalcin mRNA levels in 

bones of Hvp mice relative to normal mice at embryonic day 17, but not in postnatal 

animals, suggesting stage-specific, cornplex transcriptional andor post- 

transcriptional control mechanisms of osteocalcin gene expression. The increase in 

osteocalcin mRNA levels in E l 7  Hyp mouse bone, without concomitant changes in 

other markers (Nep, PTH/PTHrP receptor) expressed in the mature osteoblast, 

suggests that loss of Phex function may affect the expression of only specific genes. 

The increase in osteocalcin may be indicative of an accelerated pattern of osteocalcin 

gene expression in the mutant sîrah. However, given that quantitation of gene 

expression by in situ hybridization rnay not be reliable, the physiological relevance 



of the increase in osteocalcin mRNA in the prenatal period of mutant mice requires 

further study. Both Phex and osteocalcin are expressed by mature osteoblasts and 

their expression coincides with the beginning of ma& deposition ancilor 

mineralization in mouse bones '4J0S1. It has been suggested that osteocalcin plays a 

role in the regulation of matrix m i n e r a l i ~ a t i o n ~ ~ ~  and osteoclast chemotaxis? 

Furthemore, disruption of the two bone-specific osteocalcin genes resulted in 

excessive bone formation due to increased osteoblast activityS5. Hyp mice show an 

enlargement of the osteoid seam, suggesting that bone matrix mineralization is 

retarded, however whether this correlates to the increased levels of osteocalcin in 

EIvp mice is not clear. Hyp mice have elevated circulating levels of osteocalcins6, but 

in vitro studies assessing the levels of osteocalcin rnRNA in calvaria-derived ce11 

cultures failed to demonstrate differences between normal and Hyp osteoblastss7. 

More studies are needed to clar@ the relation between loss of Phex fûnction, the 

levels of osteocalcin and the bone formation defects observed in Hyp mice. 

In summary, we provide in vivo evidence for Phex protein expression in 

osteoblasts, osteocytes and odontoblasts. We show that expression of this 100 to 105 

kDa - glvcoprotein - decreases with age and is not detectable in osteoblast precursoe 

and in osteoblasrs, osteocytes and odontoblasts of Hvp mice. In contrast, the 

expression of osteoblast markers, osteocalcin, PTWPTHrP receptor and neprilysin, is 

not compromised in Hyp bone. Our results suggest that the primary skeletal defect in 

Ni;p mice is not caused by abnormal osteoblast differentiation but rather by an 

impairment in mineralization by the osteoblast. 
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Fig. 1. 1muwblottin.g of recombinant and endogenous PHEXPhex. The 

blots were probed with the anti-PHEX 138 12 mab. (A) Proteins extnicted fiom cells 

transfected with either PHEX, NEP or ECEl cDNA. (B) Glycosylation pattern of 

recombinant (LLCPKI -PHEX) and endogenous Phex (extracted 6om P4 femur). 

Protein extracts were treated in the presence (+) or absence ( 0 )  of PNGase F, under 

reducing conditions. (C) Proteins extracted fkom postnatal (P4) and duit (Adt) 

mouse calvaria, femur, kidney, iiver, Iung, ovary and testis. Mer visukation of 

Phex, the blot was stripped and incubated with the antibody to actin as an inted  

control of protein loadhg. The positions of Phex and actin are shown on the IeR and 

molecular mass markers are indicated on the right side. 



Fi:. 2. Immunocytochemical distribution of Phex in bones and teeth of 4-&y 

normal (A. C, E and G) and Hyp (B? D, F and H) mice shovm at low (A and B) and 

high cellular resolution (C to H). Red staining is seen in incisors (A and C), calvaria 

(E) and mandible (A and G) of normal mice, but is absent in their Hvp counterparts 

(arrows in B, D, F and H). Osteocytes (ot), osteoblasts (ob) and odontoblasts (od) are 

intensely stained, as well as their extensions throughout the bone matrix and dentine 

(arrowheads in C and E). Note the enlargement of the osteoid in Hyp mouse calvaria 

(astensk in F). The dura mater meningeal layer remained attached to the inner 

surface of caivana and its cells are negative for Phex (dm in E). Scale bar for A and 

B = 100 Fm (in B); C, DI G and H = 25 Fm (in H); E and F = 10 pm (in F). 





Fig. 3 - Phex imrnunoreactivity in trabeculae of bone of the mandible of a 4- 

day mouse shown at high cellular resolution. Red staining indicative of positive Phex 

irnmunoreactivity is seen associateci with osteocytes (ot) embedded in the rnatrix (m), 

oneoblasts (ob) adjacent to the matrix, but not on preosteoblasts @o), osteoblast 

precursors (op) or on periosteal cells @c) fouml in the periosteum. Scale bar = 10 

P m  



Fig. 4 - ISH cornparison of Phex mRNA levels in normal (+/Y) and Hyp 

(Nvpri) P4 mice. The ISH patterns are presented at anatomical resolution in a 

sagittal plane on X-ray film after hybridization with ["SI-labeled antisense 

nboprobes. Silver labeling is seen in dark. The arrows in A indicate positive mRNA 

signal in normal mouse calvaria. Only background level is revealed in calvaria and 

mandible of its Hyp littemate (thin arrows in B). Scale bar = 1 cm. 



Fig. 5 - Ribonuclease protection assay of RNA from PI mouse calvaria. Total 

RNA (20 pg) was hybridized with 32~-labeled Phex, Nep and P-actin riboprobes and 

treated with RNAse T 1. (A) Phex, Nep and p-actin protected fragments in P4 normal 

calvaria visualized after autoradiography. (B) Relative abundance of Phex and Nep 

mRNAs in normal and Hyp mouse calvaria. The protected fragments were 

precipitated and electrophoresed on polyacrylamide gels. The gels were dned and 

exposed to a PhospboImager screen for quantitation of radioactive signals. Phex and 

Yep phosphoimage signals were reiated to those of P-actin under conditions in which 

we previousiy demonstrateci a iinear relationship between the quantity of RNA used 

and the resulting phosphoimager signal; 100% refers to the sum of Phex/ and NepIP- 

actin ratios in normal mice. Data represent the means i- SD derived from 16 different 

mouse calvaria RNA preparations. 
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Fig. 6 - Phex protein in normal and Hyp rnice detected by immunobloning of 

protein extracts ftom P4 anci aduh calvaria (C), kidney (K) and îiver (L). Pmtein 

extracts (60 - 100 pg) derived h m  w d  (+) and Hjp mice were loaded in each 

lane. Actin was used as an i n t e d  control for protein loading. 



P4 Tissues 

Fig. 7 - ImmunoblotTing of NEP in calvaria, kidney and liver protein extracts 

derived fiom normal (+) and Hj.p P4 mice, probed with the anti-NEP 18B5 

monoclonal antibody. Approxhately 60 pg of protein were loaded pet lane. NEP 

immunoreactivity is seea as a 100 kDa molecular weight band in calvaria and kidney 

extracts. Act in was used as an intemal control. 



Fig. 8 - ISH of osteodcin (& B, C and D) and PTH/PTHrP receptor (E, F, G 

and H) mRNA in embryonic (E17) and postnatal (P4) normal (+/Y) and Hyp (MN) 
mice. ISH is shown at anatomical resolution in a sagittal plane on X-ray films d e r  

hy bridizat ion with [35~]-labeled antisense nbprobes. S ilver iabeling is seen in dark. 

The arrows in C point to a more intemely labeled osteocalcin mRNA pattern in El  7 

Hyp moue skeleton compared with the El7 normal littermate ( t h  arrows in A). 

Control sense (ss) hybridizations are shown (in 1 for osteocaicin and J for 

PTWTHrP receptor). S d e  bar = 1 cm. 
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SOMMAIRE 

Malgré le fait que la présence de NEP dans des tissus sqwléttiques soit 

connue, ni sa localisation ceildaire ni sa fonction ont Ci6 étabiies. Cette éhide a pour 

objectif' d'examiner l'expression de NEP dans les os, au niveau des ARNm et de la 

protéine, en utilisant les techniques d'hybridation in silu, d'immunohistochimie et de 

Western blot. Nos résuitats démontrent la prottine NEP dans toutes k s  cellules de la 

lignée ostéoblastique, depuis le stade des précurseurs jusqu'aw ostéocytes. En plus, 

nous montrons que les niveaux de NEP dans l'os déclinent avec l'âge, ce que suggère 

une corrélation entre sa présence et la croissance osseuse. 

En sachant que le mdtabiisme des ostéoblastes et des ostéoclastes soit sous 

dépendance des hormones et des facteurs peptidiques locaux de I'environnement 

osseux, nous avons vouhi verifier l'hypothèse d'une participation de NEP dans ce 

processus. Pour cela, nous avons testé la capcité de NEP d'hydroliser, in viîro, une 

série de peptides ostéogeniques synthétiques comme le PTHrPiJ4 ("parathymid 

hormone-related peptidenij4), l'ostéotatine (PTHrPioï.i39), I'OGP ("osteogenic 

growth peptide"), la calcitonine, le a-CGRP ("a-calcitonin gene-related peptide") et 

le PTH 1 -34 ('parath yroid hormone 1.~4"). Nos résultats démontrent qu' & 1' exception 

de PTH1-34, tous les autres peptides sont des substrats de NEP in vitro. 
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ABSTRACT 

The regulation of osteoblast and osteoclast metabolism is mediated by both 

hormones and local bone peptide factors. Peptides and hormones are under control of 

membrane peptidases such as neprilysin. Neprilysin (NEP) is a widely distributed 

cell-surface zinc-metallopeptidase that is involved in the regulation of several 

important physiologicai processes by controlling the half-life of bio-active peptides. 

.4lthough NEP is knom to be present in skeletal ~ S S U ~ S ,  neither its cellular 

localization nor its funcrion have been established. To address this question we 

esamined NEP distribution in bones of postnatal mouse. In sizu hybridization and 

immunohistochemistry demonstrated that NEP mRNA and protein are associated 

with bone forming cells including presumptive osteoblast precursors, preosteoblasts, 

osteobiasts and osteocytes. NEP levels in newbom and adult mice bones were also 

compared by immunoblotting. Hisher amounts of NEP immunoreactivivty were 

observed in newborn as compared with adult bones, suggesting a relationship 

benveen NEP expression and bone growth. To funher explore this hypothesis, we 

monitored iti vitro NEP proteolytic activity using a senes of synthetic osteogenic 

peptides such as parathyroid hormone-related peptide (PTHrPI;14), osteostatin 

(PTHrP loi. 39), osteogenic growth peptide (OGP), calcitonin, a-calcitonin gene- 

related peptide (a-CGRP) and parathyroid hormone (PTH 4. Except for PTHi.Ei al1 

peptides were found to be NEP substrates. 

Key words: Neprilysin 24.1 1 (NEP), peptide, bone growth, peptidases. 



INTRODUCTION 

Bone formation and resorption are continuous processes throughout the life of 

skeletal tissue. The osteoblast stimuiates bone formation and the osteoclast promotes 

its resorption ? ~ h e  activities of osteoblasts and osteoclasts are regulated by 

honnones and local factors. For example, calcitonin, a systemic hormone secreted by 

the parafollicular cells of the ihyroid gland, and parathyroid hormone (PTH), secreted 

by chief cells of the parathyroid gland, are both hvolved in bone resorption: 

calcitonin inhibits bone resorption activity via its binding to hi& affinity recepton 

present on osteoclasts3, while PTH, by binding to receptors present on osteoblasts, 4.5 

decreases the production of local factors that inhibits the bone resorption activity of 

osteoclasts. 

In addition to hormones. local peptide factors, including growth factors and 

cytokines, have important effects on the replication, differentiation and activity of 

cells of the osteoblastic or osteoclastic lineage. It is thought that local factors have 

paracrine, autocrine andlor matricrine functions, and are often multifûnctional. For 

example. transforming growth factor-p (TGF-P) has stimulatory effects on 

osteoblastic ce11 repiication and differentiat i~n~~, while also inhibiting formation and 
8 activation of osteoclasts . Furthemore, interleukin- 1 (IL- 1) and tumor necrosis 

factors a and p (TNF-a and TNF-P) stimulate bone resorption ', while also 

modiQing osteobiastic function '. Other local peptides such as PTH-related peptide 

(PTHrP), osieostatin (PTHrP 107-139)r osteogenic growth peptide (OGP) and a- 

calcitonin gene-related peptide (a-CGRP) have also been shown to be important 

mediators of osteoblast and osteoclast activity 10,11.12,13.14 

The action of honnones and local peptide factors on ce11 metabolism is often 

regulated by enzyrnatic activity of cell-surface peptidases. One of the best known 

peptidases is Neprilysin (Neutral Endopeptidase-24.11; also called NEP; Common 

Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen or CALLA, CD10 and enlrephalinase) fm 

described in the kidney by Kerr and Kemy '"? NEP is a member of a family of cell- 

surface zinc-metallopeptidases that also includes the endothelin-converting enzymes 



(ECE-1 and ECE-2) '"'* , PEX (for Ehosphate regulating gene with homology to 

Endopeptidase on the X chromosome) 19, also narned PHEX, the KELL blood group - 
protein *O and XCE, a recently described protein with homology to ECE and NEP*' . 

NEP shows preference for small peptide substrates and is implicated in vivo in 

the degradation of several bioactive peptides, thus controlling important physiological 

processes. In the brain, NEP controls the half-life of enkephalin and substance P, two 

neuropeptides involved in pain control . In the kidney and vasculature, the 

enzyme is believed to participate in the regulation of blood pressure by locally 

controlling the activity of the acrial natriuretic factor (AM), bradykinin and 

rndothelin-l (ET-1) " . The enzyme has been s h o w  to be present in many other 

tissues, although its role has not always been well understood. In particular, 

siçnificant accumulation of the tritium-labeled NEP inhibitor HACBO-Gly (N- 

[(2RS)-3-hydroxaminocarbonyl-2-benryl-l-oxopropyl]glycine) within bone growth 

plates '' was observed suggesting that NEP, or related enzyme(s), play(s) an 

important rolc in bone tissue metabolism. 

In the present work, we performed snidies with Nt sim hybridization, 

immunohistoc hemistry and immunoblotting to examine the distribution of NEP in 

bones of young and adult mice. Our results provide evidence for the presence of this 

enzyme on al1 bone forming cells. We also demonstrate that the levels of NEP 

expression is higher in bones of young animals. Furthemore, we show that, in vitro, 

several osteogenic peptides are good NEP substrates. 



MATERIALS AND METHODS 

Animals and preparation ofsamples 

Both postnatal and adult male CD1 mice were used for al1 analyses. Al1 

expenments were conducted in accordance with the guidelines of the Canadian 

Council on Animal Care. For in situ hybndization (EH), we used &xed, 

frozen tissues from postnatal day 4 CD1 rnice. The newbom animals were 

prepared as described '? 
For immunohistochemical studies, mice were anesthetized with sodium 

pentobarbital (40 mgkg i.p.) and perhised for 30 sec by a canula inserted 

through the lefi ventricle into the ascending aorta with lactated Ringer's 

solution (Abbott), followed by 4% fomaldehyde for 20 min. Afier pemision. 

the heads and limbs were cut boom each mouse and further fixed by immersion 

in the same solution at 4 O C  for additional 12-1 8 h. They were then dehydrated 

in graded ethanol baths and processed for embedding in paraffin. 

For protein extractions, the animals were anesthetized with diethyl ether 

and decapitated. Calvaria, femur, kidney and liver were quickly dissected, 

irashed in PBS, immersed in liquid nitrogen for at least 5 hr, and freeze-dried at 

-80°C for 2 days on a Labconco system (Labconco; Kansas City, MO). 

Immu ~iohistochemistry 

Immunohistochemistry was pcrformed using 5 to 10 pm parafin sections cut 

in sagittal plan of P4 mice heads and limbs. The anti-NEP monoclonal antibody 

18B5 26 at MO0 dilution was used as a first antibody. The ~ i s t o m o u s e ~ - ~ ~  Kit 

(Zymed Laboratones inc., San Francisco, CA) designed for examination of mouse 

tissues with mouse primary antibodies was employed for visualization of 

immunoreaction sites based on HoneRadish Peroxidase-Streptavidin-Biotin 

amplification method, with AEC chromogen/substrate system. This system generates 

intense red deposic of immunoreaction. Controls were performed using preirnmune 

mouse IgGs. 



In situ hybriditation (ISH) 

ISH was performed as described " except for the RNase A concentration (20 

pdml instead of 200 &ml). For the preparation of riboprobes, the plasmid pT7T3D- 

Pac containing a mouse NEP cDNA insert was purcbased fiom ATCC (catalog 

nurnber 570653). The insert sequence (1460 bp) was confmed and contains the last 

233 amino acid residues of the coding region (fiom Gln 531 to the stop codon of the 

published mouse sequence *' ) and al1 the 3'UTR. The plasmid was Iinearized at 

?;ho l and Not l restriction sites, and T3 and T7 polymerases used for anti-sense and 

sense probe in vitro transcription, respectively, in the presence of [35~]-labeled 

nucleotides. as described ". 
Hybridization was exarnined on X-ray film (exposure time 6 h), followed by 

autoradiography using NTB-2 emulsion (Kodak, Rochester, NY) for 8 days at 4OC 

and development in D l 9  solution (Kodak). The sections were stained with 

hematoxylinieosin and viewed under dark- and bright-field illumination. 

Transfecriom of cultured mam maliun ce11 lines 

Recombinant NEP, ECE-1 and PHEX proteins were obtained by transfection 

of MDCK (ATCC No. CCL-34, for NEP and ECE-1) or LLC-PK] ceIIs (ATCC No. 

CRL-1392, for PHEX) with marnrnalian expression vectors containing the 

appropnate cDNA. cDNA for rabbit NEP was obtained previously in o u  laboratory 

" . Human ECE-1 cDNA was a generous gifi fkom Dr. O. Valdenaire (Roche, Basel) 

and human PKEX cDNA was a generous gïft fiom Dr. H.S. Tenenhouse (Hospital for 

Sick Children, Montreal). Transfections were performed as previously described " . 

Protein Extraction and Irnrnunobloning Anabsis 

Lyophilized tissues (10% w/v) were placed in 50 rnM Tris-HCl pH7.4 buffer 

containing 150 mM NaCI, 2.5 mM EDTA, 1% n-octylglucoside and a cocktail of 

protease inhibitors (2 g/ml leupeptin, 2 glml aprotinin, 2 mM P-mercaptoethanol, 

100 g/ml A-PMSF, 10 M pepstatin) and homogenized with a polytron. AAer 



incubation on ice for lh, the samples were centrifuged for 30 min on Eppendorf 

microfuge at 13,000 rpm at 4°C. The supematants were used for protein 

determination (DC protein assay kit - Biorad, Mississauga, On) and samples of 60- 

100 pg of proteins were then analyzed by immunoblotting using the 18B5 anti-NEP 

monoclonal antibody as the firçt antibody, an anti-mouse-KRP (Vector Laboratones, 

Burlingame, CA) as the second one and the Renaissance Kit (NEN life Science 

Products, Boston, MA) for cherniluminescent revelation. After that, membranes were 

stripped as recommended by the manufacturer and reprobed with an anti-actin 

immunopurified IgG (A2066, Sigma) at a MO0 dilution. 

Peptide hydrolysis by purijied NEP and HPLC analysis 

Osteogenic gowth peptide (OGP), osteostatin (PTHrP i07-i39), PTHrP 1-34, 

calcitonin, a-CGRP (al1 fiom Bachem, USA) and PTH 1-34 (frorn Peninsula 

Laboratones. Belmont, CA) were hcubated at a concentration of 20 p M  in 300pl of 

500 rnM Mes (2-(N-Motpho1ino)ethanesulfonic acid), pH 6.5 at 37 O C  for 30 min in 

the presence of 5 pg of a purified soluble form of NEP '*. The hydrolysis was stopped 

by the addition of tifluoroacetic acid to a final concentration of 0.1%. Identification 

o f  peptide products was performed by reverse phase high performance liquid 

chromatography (RP-HPLC) on a Cl8 pl3ondapak analytical column (Waters) with a - 

LN detector set at 2 14 nrn. Peptides were resolved with a linear gradient of 15% B to 

85% B in 15 min at the flow rate of 0.9 mYmin [mobile phase A= 0.1% 

trifluoroacetic acid; mobile phase B= 80% acetonitrile (CH3CN), 0.1% trifluoroacetic 

acid]. Peaks were collected and analyzed by matrix - âssisted laser desorption 

ionization lime ~f flight mass Spectrometry (MALDI-Tof MS) (Voyager DE-Pro 

Instrument, Perseptive Biosystems, USA). a - Çyano-4-hydroxy~innamic acid 

(CHCA) was used as matrix for al1 the analysis to promote the ionization upon laser 

bombardment. Some of the peptide hgments containin:, Trp residues were detected 

by UV and by fluorescence (Lx = 280nm, î, = 320nm) 'O. 



RESULTS 

Distribution of NEP mRNA in #&y old mouse 

To determine the sites of NEP mRNA expression, we examined cryostat 

sections from a Cday old mouse by ISH (Fig. 1A). The results showed a widespread, 

if not ubiquitous, distribution of NEP mRNA throughout rnost organs formed at this 

stage. Abundant hybndizationwas observed in the retina, cerebellum, submaxillary 

gland, thymus, venebral medulla with hematopoetic cells, spleen and kidney (Fig. 
C 

1.4). NEP mRNA was relatively abundant in brain, bones and lungs. Conaol with 

sense riboprobes showed essentially no hybndization. except some non-specific 

labeling in the skin (data not shown). 

Localization o f N E P  mRNA in bone tissue 

Cellular localization of NEP mRNA in bone tissue was examined in 

mandible (Fig. 1B and BI), calvariae and vertebrae (data not shown). NEP mRNA 

was found in virtually al1 osteoblast linease cells, inciuding osteoblast precursors in 

the periosteum, osteoblasts and osteocytes (Fig. 1B and B'). To confirm cell 

identification in specimens in which cytological details were better preserved. ISH 

analysis results were complemented by imrnunohistochemical localization. 

Immunoliistochemical localitation of NEP in bone tissue 

Since NEP is a member of a family of related peptidases that includes PHEX, 

a protein also expressed in bones3, we fmt examined the specificity of the NEP 

monoclonal antibody 18Bj. Imunoblot analysis of protein extracts fiom cells 

transfected either with PHEX, NEP or ECE-I cDNAs was performed. Monoclonal 

antibody 18B5 recognized only NEP as a immunoreactive band of approximately 100 

kDa (MDCK-NEP cells in Fig. 2A). This antibody did not recognize recombinant 

proteins PHEX and ECE-1 (LLC-pKi-PHEX and MDCK-ECE 1 cells in Fig. 2A). 

We next performed irnrnunohistochemical localization of NEP in bone tissues 

using monoclonal antibody 18B5. NEP immunoreactivity was observed in al1 bone 

tissues exarnined in 4-day postnatal mouse including calvaria (Fig. 3A and B), 



mandible (Fig. 3C and D), femur (Fig. 3E-G) and vertebra (data not shown). NEP 

immunoreactivity was present in al1 cells of the osteoblast lineage: osteoblast 

precursors, preosteoblasts, osteoblasts and osteocytes. Some, but not d l ,  spincile- 

shaped cells thought to be osteoblast precursors were labelled within the fibrous 

penosteum @c in Fig. 3F and G).  Most cuboidai preosteoblasts with round nuclei @O 

in Fi;. 3F) and most osteoblasts recognized by their topographic position on the bone 

maaix (m) (ob in Fig. 3B, D, F and G) were positively labeled. The large majority of 

osteocytes, present within bone matrix were intensely iabelled with NEP antibodies 

(OC in Fig. 3B and D). 

Levels of NEP-immunoreactivit)' in newborn and adult &one tissues 

To detemine whether NEP expression varied with age, total proteins were 

extracted from newbom (P4) and adult (6 months) mice, and analyzed by 

immunoblotting. NEP was detected in extracts from calvariae and femurs of newborn 

(P1) and adult (Adt) mouse (Fig. 28). NEP extracted from bones CO-rnigrated witb its 

kidney equivalent used as a standard for cornparison. As a negative conorol we used 

liver extracts. Using actin as an intemal control, for normalization on immunoblots, 

we found much higher levels of NEP immunoreactivity in P4 calvaria and femur 

than in their adult counterparts. 

In vitro degradution of osteogenic peprides by the proteolyrc action of 
purified NEP 

Activity of cells within bone tissue is regulated by the action of hormones 

and local peptides. To detemine whether NEP can modulate the action of such bone 

peptides, we incubated 5 pg of purified NEP with 20 p M  of OGP, osteostatin, 

PTHrP 1.34, PTH ~ 4 ,  calcitonin and a-CGRP under conditions described in Matenals 

and Methods. 

A s  demonstrated in Fig. 4A. OGP was rapidly hydrolyzed by the enzymatic 

action of NEP. RP-HPLC analysis of the renilting digest indicated the presence of 

three new peaks, and one undigested peptide peak @eak 4) eluting at 28 min (58.4% 

CH3CN). The two new peaks eluting at 16.5 min (40.5% CH3CN, designated as peak 



2) and at 18.5 min (43,6% CH3CN, designated as 

spectrometry (MALDI-Tof) as respectively 0GPi4  

peak 3) were identified by mass 

[ALKRQGRT, molecular weight 

(MW) calculated = 928, observed = 929 (MM)' , 951 (M+N~)' and 967 (M+K)+] 

and 0GPa.i4 [GRTLYGFGG, calculated MW = 926, observed = 927 (M+H)- and 919 

(MiNa)-]. The other new peak eluting at 15.5 min (39.0% CH3CN, peak 1) was 

similarly identified as 0GPg.14 [LYGFGG , calculated MW = 612, observed 634 

(M+Na)-1. Thus, these observations clearly indicated that OGP is cleaved by NEP at 

~ l n ' k ~ l ~ ~  and ~ h r ' & ~ e u ~  positions (Table 1). 

The carboxy-terminal extremity of PTHrP (amino acid residues 107- 139), also 

tenned osteostatin, was found to be an extremely good NEP substrate (Fig. 48). The 

initial osteostatin peak, eluting at 30 min (61.5% CH3CN), is almost completely 

replaced by two new products eluting at 21.5 min (53,9% CH3CN) and 23 min 

(57.7% CH'CN) @e& 1 and 2, respectively). Peak 1 was charactenzed by MALDI- 

Tof mass spectrometry as o s t e o ~ t a t i n ~ ~ ~ ~ ~ ~  [LELDSR, calculated MW = 73 1, 

observed = 732 (M+H)- and 754 (MgNa)-]. Peak 2 \vas identified as 0s teos ta t in~~7.~~~ 

[TRSAWLDSGVTGSGLEGDHLSDTSTTS, calculated MW = 2717, observed = 

27 18 (WH)-]. As shown in Table 1, several putative NEP cieavage sites are present 

in osteostatin. However, mass spectrometry analysis of hydrolysis products indicated 

that the peptide bond between ~ e r "  and  eu" is the o d y  one cleaved by NEP. 

PTHrPi.34, the amino-terminal active segment of PTHrP, was also found to be 

a reasonably good substrate of NEP, although the kinetics of its proteolytic 

degradation were much slower compared to those of OGP or osteostatin (Fig. 4C). 

Mass spectrometry analysis of the digested products revealed that cleavage by NEP 

occurred exclusively in the carboxy-terminus domain of PTHrPi.w (Table I). This 

peptide was found to be cleaved predominantly at the ~ h e ? ~ $ ~ e u "  and at ~ i s ' % ~ e u "  

sites leading to the two major cleavage products, namely PTHrPi.a @eak 1 in Fig. 

IC)[AVSEHQLLHDKGKSTQDLRRRFF, R, = 30min (61.4% CH3CN), calculated 

M W  = 2778, observed = 2783 (MM)- and 1391 (M+H)/2 7 and another at R, = 3 1.5 

min (63.8% CHiCN) for P'i'&Pi.26 (peak 2 in Fig. 4C) 

[AVSEHQLLKDKGKSTQDLRRRFFLKH, calculated MW = 3165, observed = 

3 168 (M+H)- and 1584 (M+H)/2 f . We also observed some minor products resulting 



frorn the hydrolysis of the peptide bond between ~eu'~&~le '*  after long exposure to 

the enzyme (data not shown), leading to PTHrPi.27 peptide (calculated MW = 3278, 

observed = 3283). 

Calcitonin was also found to be a good NEP substrate, while a-CGRP was 

hydrolyzed more slowly. Ln both cases, several hydrolysis products were observed 

(results not shown), thus confirming the results of Howell et al.)' and Katayama et al. 

3' respectively. Finally, PTHi,14 was not cleaved by NEP. Al1 cleavage sites 

identified, except the ~ l n j - ~ l ~ ~  of OGP, are consistent with the laiown substrate 

specificity of NEP. In al1 cases, the proteolytic degradation of the peptides was 

inhibited by the addition of IO '~M phosphoramidon, a widely used NEP inhibitor 

(results not sliown). 



DISCUSSION 

Bone metabolism involves the activity of cells of the osteoblast and 

osteoclast lineages which control the formation, mineralization and degradation of the 

osteoid. The activity of cells of the osteoblast and osteoclast lineages is regulated by 

various molecules including systemic and local peptide factors. As in other tissues, 

where peptides are used as messengers or mediators, ce11 surface peptidases must be 

present to modulate their activity. One of the best characterized ce11 surface 

peptidases is undoubtedly the zinc-metallopeptidase neprilysin (NEP) 33. The 

presence of NEP in bone tissue has been suggested in the past "", but the identity of 

cells expressing NEP had not been documented. In this paper we have used in situ 

hybridization and immunohistochemical techniques to demonstrate the presence of 

NEP in bone forming cells of newbom mice. NEP was found, for the first tirne, 

associared with osteoblast precunor cells, preosteoblasts, osteoblasts and osteocytes, 

al1 identified based on specific morphological features and localization within the 

tissue. NEP-positive cells were found in al1 bones examined whether they were 

generated through innamembranous or endochondral ossification. Furthemore, we 

have observed a rnarked decrease in the ievel of NEP between newbom and adult 

animals. Whether or not this interesting observation is reiated to aging needs to be 

con fixmed by future quantitative ontogen y and histochernistry studies. In both 

calvariae and femurs, imrnunobloaing showed higher expression of the enzyme in 

younger versus older animals suggesting a relationship between NEP and bone 

~ o w t h .  The decrease in NEP expression in f emm appeared greater than that seen in z 

calvaria. One explanation for this observation might be the presence of NEP in cells 

in bone marrow which was washed out before extracting femur proteins but was still 

present in calvaria, but iinmunohistochernistry on bones of animals of different ages 

may help to address this fùrther. 

In addition to providing evidence for the presence of NEP in cells of the 

osteoblastic lineage, our work has shown that this peptidase can cleave several 

peptides known to participate in osteogenesis. Indeed, OGP, osteostatin, PTHrPI-3d, 

calcitonin and a-CGRP were al1 found to be NEP substrates. Our results codirmed 



previous observations on the hydrolysis of calcitonin and a-CGRP by NEP 31L32. 

Calcitonin is known to have a direct inhibitory effect on osteoclastic bone resorption 

'" , while a-CGRP, present in osteoblasts and nerve endings associated with 

periosteal vessels, has been suggested to be a stimulator of differentiation andor 

proliferation of cells of the osteoblastic l i ~ ~ e a ~ e ' ~ .  Hydrolysis of these peptides by 

'TEP resulted in several peptide products and is thus expected to totaily destroy their 

biological activity in bones. 

Hydrolysis of OGP at bonds ~ l n ' - ~ l ~ ~  or T'hr8- eu^ is also expected to 

inactivate this peptide. OGP, a small 14 amino acid residue peptide with high 

homology with the C-terminal domain of histone H4 ", has been shown to have 

stimulatory effects on osteoblastic ce11 proliferation and maturation, and on matrix 

mineralization 3637. OGP is composed of two intramolecular domains: an N-terminal 

binding dornain and a C-terminal active domain 38. Our data show that cleavage by 

NEP separates the two functional domains of OGP thus, presumably, inactivating the 

peptide. 

PTHrPi.J4, which shows al1 the activities of PTHrPl.36, one of the mature 

physiological secreted forms of PTHrP, is also a NEP substrate. PTHrPi.34 binds to 

the PTHPTHrP receptor on osteoblasts and stimulates both the PKA and PKC 

pathways, both of which have been implicated in promotion of osteoblast 

proliferation s39 . Signaling via PKA requires the fint two N-terminal amino acid 

residues for intracellular adenylate cyclase activation as weil as residues present 

within the 14-34 region for binding "". in contrast, the C-terminal domain (residues 

28-34) is sufficient to activate the PKC signaling pathway '*. Hydrolysis of PTHrPI;14 

by NEP at the pheZ3-  eu", ~ i s ' ~ - ~ e u "  and ~ e u " - ~ l e ? ~  bonds in the C-terminal 

domain, is expected to abolish the PKA signaling activity of the peptide resulting in 

the loss of its bone formation activityJ3? However, cleavage at these bonds is also 

expec ted to release fragments PTHrP2s34, PTWrP27-34 and PTHrP2B-34 which have 

been shown. at least for PTHrP28-347 to be able to bind to the PTH/PTHrP receptor and 

stimulate PKC activity 42. Although the role of the PKC pathway on osteoblast 

activity is still not fully understood, it has been suggested that stimulation of this 

pathway alone is not sufficent to promote bone forrnationJ3*". 



The role of NEP in modulating the activity of osteostatin is more difficult to 

evaluate. Osteostatin (PTHrPiot.i39) has been shown to be a potent inhibitor of 
12.45 osteoclast function and proliferation in in vitro bone resorption assays , findings 

recently supponed by in vivo st~dies'~. Osteostatin activity was associated in vitro 

with the pentapeptide T-R-S-A-W present at its N-terminus 47. Thus cleavage by NEP 

between ~ e r "  and  eu^' in the C-terminus of the peptide would not be expected to 

inactivate the molecule. However, one cannot mle out the possibility that the C- 

terminal domain of osteostatin canies a yet unknown biological function of its own 

andior that it affects the activity of the pentapeptide in vivo. Taken together, out 

results indicate that NEP may play an important role in modulating the osteogenic 

activity of OGP, PTHrPi.w , osteostatin, calcitonin and a-CGRP. 

As shown by the rnRNA distribution pattern in newbom mice, NEP is a 

widely distributed peptidase. Past studies have emphasized the importance of NEP in 

controlling various physiological processes and in modulating cellular differentiation 

and proliferation (for a review see Koehne et al. J8). For example, NEP participates in 

the regulation of blood pressure by cleaving circulating ANP in the kidney and 

vascular tissue 49. In fera1 human lung, the enzyme is expressed at high levels early in 

development, and appears to be involved in the growth of the undifferentiated airway 

epithelium in distal developing ainvays by controlling the half-life of bombesin-like 

peptides50. Further evidence implicating NEP in cellular proliferation was provided 

by the recent observations that the enzyme reduced the proliferation of prostate and 

lung carcinoma cells in culture, again by controlling the half-life of bombesin-like 

peptides "'". 
Despite its wide tissue distribution, it is striking that much higher NEP protein 

levels, detected by irnmunohistochemistry, are associated with osteoblast lineage cells 

compared to cells of other lineages present in the same sections, including soft 

comective tissue fibroblasts, epidermal cells and chondrocytic cells. The role of NEP 

in bones remains obscure but ou .  results suggest that it is involved in osteogenesis at 

several levels. First, we propose that it acts as a modulator of proliferation and 

differentiation of cells of the osteoblastic lineage. This hypothesis is supported by the 

observation that NEP is expressed early in cells of this lineage and by the 



demonstmtion that OGP, PTHrPIJ4 and a-CGRP, al1 peptides known to promote 

differentiation and proliferation of osteoblastic lineage cells, are NEP substrates. 

Since we did not observe osteoclasts in our tissue sections, we cannot conclude about 

the presence of h%P in these cells. However, alterations in osteoblast formation and 

fbnction may, of course, also modulate osteoclast differentiation and activity. Second, 

we also propose that NEP modulates osteoclast-mediated bone resoption by cleaving 

osteostatin and calcitonin, hvo peptides with inhibitory effects on the activity of 

osteoclasts. Finally, the synthesis of PTHrP by young osteocytes has been 

documented S3. The presence of NEP on these cells may regulate the levels of PTHIP 

or other unidentifieci peptide(s) and thus the hnction of osteocytes in maintaining the 

integrity of the extracellular matrix ". Confirmation of these hypotheses will have to 

await the in vivo use of specific NEP inhibitors. 
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Peptide Protein sequence with identified c l e a v w  sites 

OGP ALKRQ~GRT~YGFGG 

LYGFGG - peak 1 in Fig. 4A 

ALKRQGRT - peak 2 in Fig. 4A 

GRTLYGFGG - peak 3 in Fig.4A 

Undigested peptide - peak 4 in Fig. 4A 

PTHrP 1 -31 AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFF ~ H H ~ ' I A E I H T A  

AVSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFF - peak 1 in Fig. 4C 

.4VSEHQLLHDKGKSIQDLRRRFFLHH - peak 2 in Fig. 4C 

Undigested peptide - peak 3 in Fig. 4C 

Osteostatin TRSAWLDSGVTGSGLEGDHLSDTSTïS ~ E L D S R  

LELDSR - peak 1 in Fig. 4B 

ïRSAWLDSGVTGSGLEGDHLSDTSTTS - peak 2 in Fig. 4B 

Calcitonin see Howell et al.2g 

9 - K m  et aL3" 

Table 1. Amino acid sequence of osteogenic peptides hydrolyzed by NEP. 

Hydrophobic amino acid residues are in bold. Cleavage sites identified in this study 

are indicated by arrows ( U for major and for minor cleavage sites). RP-HPLC 

peaks identified by MALDI-lof mass spectrometnc analysis are also show. 



Fig. 1. NEP mRNA localization by in s i ~  hybridization in a 4-day old m o w .  

(A) The pattern of NEP mRNA is presented at anatomical resolution in a sagittal 

plane on X-ray film after hybidization with [3S~]-labefed antisense riboprobe. (B) 

Sites of NEP mRNA expression in the d i b l e  (large arrow in A) at cellular level. 

Silver labeling is seen as dark spots in osteoblasts (ob) and osteocytes (oc) identifiai 

by their distinct topopphic positions. These cells are shown at higher magnification 

in (B'). The picture in (B3 represents the high magrufication and high resolution of 

the fragment in the box on the left. Abbreviations: Ca - calvaria, Cb - cerebellum, Cx 

- cortex, Ki - kidney, In - intestine. Li - liver, Lu - fung, Mb - mandible, Re - retins, 

Sm - submaxillary glands, Sp - spleen, Th - thymus and Ve - vertebra. Scale bar = 1 

cm (A), 40 pm (B) and 10 prn (B'). 



Fig. 2. Immunobloaing of recombinant and endogenous NEP. The blots were 

probed with the anti-NEP monoclonal antibody 18B5. (A) Proteins extracted fkom 

cells transfected with either PHEX, NEP and ECEl cDNA as described in Materials 

and Methods. The position of recombinant NEP is indicated on the left and molecular 

mass markers are shown on the right. (B) Roteins extracted corn mouse kidney, 

calvaria, femur and liver including postnatal (P4) and adult animals (Adt). Afier 

visualization of NEP, the blot shom in (B) was stripped and incubated with an 

antibody to actin. as an intemal control of protein loading. The positions of NEP and 

actin are shown on the left, and molecular mass markers are indicated on the right 

side. 



Fig. 3. Distribution of NEP irnrnunoreactivity in bones of 4-day old mouse 

s h o m  at low (A, C and E) and high cellular resolution (B, D, F and G). Red staining 

of positive irnrnunoreactivity is seen in calvaria (A and B), rnandible (C and D) and 

femur (E to G) .  Osteocytes (oc), osteoblasts (ob), preosteoblasts @O, in F) and some 

periosteal cells (pc, in F) are intensely labeled (arrows). F and G are highly magnified 

pictures of two boxes s h o w  in E, one is indicated with an asterisk., Scale bar for A 

a n d C = 5 0 p m ( i n C ) ; B , D , F a n d G = 1 0 p ( ( i n G ) a n d E =  100pm. 





Fig. 4. Depdation of bone-related peptides by purified NEP. Peptides were 

incubated in the absence or the presence of NEP and analyzed by RP-HPLC under 

conditions described in Materials and Methods. A: osteogenic growth peptide (OGP); 

B: osteostatin (PTHrP107-139); C: PTHTPIJ+ Upper traces: in the absence of NEP; 

lower traces: in the presence of 5 pg of purified NEP. 
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SOMMAIRE 

Dû à leur rôle dans le contrôle de l'activité de plusieurs peptides bio-actifs, les 

membres de la famille de la NEP ont été identifiés comme des cibles potentielles pour 

le design d'agents thérapeutiques. A présent, six membres de cette famille ont été 

rapportés: la NEP, I'ECE-1 et I'ECE-2 ("endothelin-convening enzyme"), le groupe 

KELL des protéines sanguines, la PHEX et la XCE. Afin d'identifier des nouveaux 

membres de cette famille de peptidases, une stratégie de RT-PCR employant des 

oligonucléotides dégenerés dérivés des régions conservées des séquences de NEP, 

ECE-1 et PHEX, a été mise en place. Nous rapportons le clonage d'un nouveau 

membre de la famille de la NEP, appelé NLI pour "NEP-like l", obtenu à partir des 

. M m  des testicules de souris adulte. NLI est la giycoprotéine qui présente la plus 

grande identité avec NEP parmi les constituants de cette famille. Cependant, 

contrairement a NEP et aux autres peptidases de la famille. qui sont des protéines 

membranaires intégrales de type II, la NL 1 est sécrétée lors de son expression par des 

cellules de mammifëre en culture. L'enzyme recombinante exhibe une activité 

peptidasique semblable à celle de la NJ2P et est inhibée de façon efficace par le 

phosphoramidon et par le thiorphan, deux inhibiteurs de la NEP. Les études de 

localisation par Northern blot, le RT-PCR et l'hybridation in situ ont demontré une 

présence importante des ARNm de NL1 dans les testicules, plus spécifiquement dans 

les spermatides rondes et alongées. Cette distribution des ARNm suggère que la NLl 

peut être impliquée dans la formation du sperme ou dans d'autres processus liés à la 

fertilité. 
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ABSTRACT 

Because of their roles in controlling the activity of several bio-active peptides, 

membea of the Neprilysin (NEP) family of zinc metallopeptidases have been 

identified as putative targets for the design of therapeutic agents. Presently, six 

members have been reported: these are NEP, ECE-1 and ECE-2 (gndothelin- 

convening gnzyme), the KELL blood group protein, PHEX (phosphate regulating - 
gene with homologies to gndopeptidase on the X cDromosome) and XCE. In order to 

identify new memben of this important family of peptidases. we designed an RT- 

PCR strategy based on conserved amino acid sequences of NEP, ECE-I and PHEX. 

We now report the cloning fiorn mouse testis of a novel NEP-like protein that we 

called NL1 (NL: NEP-like). NL1 is a glycoprotein that shows strongest sequence 

identity to NEP among the members of the farnily. However, in contrast to NEP and 

other members of the h i l y ,  which are type II integral membrane proteins, NL 1 was 

secreted when expressed in cultured marnmalian cells, likely due to cleavage by a 

subtilisin-like convertase at a fiirin-like site located 22 amino acid residues in 

carboxy-terminus of the trammembrane domain. The recombinant enzyme exhibited 

NEP-like peptidase activity and was efficiently inhibited by phosphoramidon and 

thiorphan, two inhibitors of NEP. Northern blot analysis and in situ hybridization 

showed that NL1 mRNA is found predominantly in testis, specificdly in round and 

elongated spermatids. This distribution of NLI mRNA suggests that it could be 

involved in sperm formation or other processes related to fertility. 

Key words: metallopeptidases, nepnlysin, NL 1, testis, germ cells. 



INTRODUCTION 

Peptides are used by cells fiom yeast to mamrnals to elicit physiological 

responses. The use of peptides as messengers usually involves the following steps: ;) 

production and release of the peptide by a specific cell, 2) interaction of the peptide 

with a receptor on the surface of the target cell, and 3) degradation of the peptide to 

terminate its action. The fust and last steps of this scheme require the participation of 

proteases/peptidases. There is increasing evidence that membrane-associated zinc- 

metallopeptidases play important roles in both of these steps. Although activation of 

inactive prohormone precunors into bioactive peptides is generally performed by 

proteases of the subtilisin family located either in the Tram Golgi Network or in 

sccretory granules of the cell [for a review see: 11, a few peptides require a final 

processing step after secretion. This step involves the action of membrane-associated 

zinc metallopeptidases. Two enzymes are particularly well characterized: Angiotensin 

Converting Enzyme (ACE) which cleaves inactive angiotensin I into angiotensin II 

[for a review see: 71 and Endothelin Convening Enzymes (ECEs) which cleave 

isoforrns of big endothelin into endothelins [for a review see: 31. In addition to their 

role in peptide activation, ce11 surface zinc-metallopeptidases have also been 

implicated in the termination of the peptidergic signal by degrading the active 

peptides into inactive Fragments. One of the best known of these peptidases is 

probabiy Nepnlysin (Neutra1 endopeptidase-24.11, NEP) which has been irnplicated 

in the physiological degradation of several bioactive peptides [for reviews see: 4,5]. 

In the brain, NEP controls the half-life of the enkephalins and substance P, two 

neuropeptides involved in pain control [6; reviewed in: 71. In the kidney, the enzyme 

is believed to participate in the regulation of blood pressure by locally controlling the 

activity of the atrial nahuretic peptide (ANP), bradykinin and endothelin-1 (ET-1) 

[8-10; reviewed in: 71. NEP has been shown to be present in many other tissues 

although its role is not always well understood. 

Interestingly, NEP and the ECEs show significant structural similarities and 

appear to belong to a family of peptidases that includes PHEX (formerly PEX), a 

peptidase involved in the regulation of phosphate homeostasis [reviewed in: 1 11, the 



KELL blood group protein [12] and XCE, a newly discovered enzyme present in the 

nervous system [13]. ACE, despite being a cell-surface Zn-metallopeptidaçe with 

some similarities to NEP, is not saictly speaking a member of the same family [14]. 

Because of their important role as regulators of bioactive peptide activity, these 

enzymes (more specifically NEP and the ECEs) have been identified as putative 

targets for therapeutic intervention, similar to the way inhibition of ACE is used to 

control blood pressure. However, the recent discovery of PHEX and XCE, and the 

possibility that yet other unknown members still exist, raise the problem of the 

specificity of the therapeutic agents to be developed. 

To scarch for other members of the NEP family, we designed an RT-PCR 

strategy based on conserved regions of NEP, ECE-I and PHEX. In the present paper, 

we report the molecular cloning, tissue distribution, expression and partial 

biochemical charactenzation of a new NEP-like peptidase that we called NL 1 (NL for 

NEP-Iike). 



MATERIALS AND METHODS 
DNA manipuhations 

Al1 D N A  manipulations, phage library screening, and plamid preparations 

were performed according to standard pmtocols [ 1 5,161. S ite-directed mutagenesis 

was perfomed using a PCR-based smtegy as described previously [17]. 

mRNA purification and RT-PCR protocol for identification of new meinbers 

of the nepriiysin family 

mRNAs were prepared from mouse testis using Quick Prep Micro mRNA 

purification kit (Phmacia Biotech). First strand cDNA was synthesized from I pg of 

mRNA using the First-Strand cDNA synthesis kit (Phamiacia Biotech). 

Two sense primers, oligonucleotide 3817 (5 ' -  

TGGATGGA~/~G"/~IG"/~IACI~/~A-~ ') and oligonucleotide 3 7 19 (Y- 
A T 

h / G ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ T / c ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~  /G / A I ~ / ~ T " / ~ C A - ~  ' ) corresponding respec tivel y to 

amino acid residues 459 to 465 and 592 to 560 of M P  sequence, and one antisense 
A C A  primer, oligonucleotide 3 720 (5'-MCCICC1 IT IT I~TCIGCI"/~~/~~/~TT~/~TC-~ ') 

corresponding to arnino acid residues 646 to 654 (see Fig. l) ,  were synthesized. PCR 

was performed with 5 pl of cDNA template and 1 pl of Taq DNA polymerase in a 

final volume of 100 pi, containing 1 mM MgCI2, 2 pM of each oligonucleotide 3817 

and 3720,200 pM of each dNTP and 5% DMSO. Cycling profiles included an initial 

denaturation step of 5 min at 94"C, 30 cycles of 1 min at 94OC, 1 min at 40°C and 1.5 

min at 72OC, and a final extension step at 72OC for 10 min. One half of the arnplified 

DNA was fractionated on a 2% agarose gel and fragments ranging in size between 

500-700 bp were purified and resuspended in a final volume of 50 pl. A second round 

of PCR was done with primers 3719 and 3720, using as template either 10 pl of the 

first PCR reaction or 5 pl of the purified fragments, and the new PCR products were 

iigated in pCW. 1 vector (Invitrogen). Several identical clones corresponded to a 

potential new member of the NEP family. We called this member NLl for EP-like 

1. - 



Cloniiig of fulLlength NLl cDNA 

The cloned NL1 PCR fiagrnent was used as probe to screen a mouse testis A. 

U ~ ~ - Z A P ~ X R  cDNA library (Stratagene). Twelve out of a hundred positive phages 

were plaque purified and subcloned into pBS SK vector (Stratagene). As the Iongest 

clone analyzed presented an incornplete OW @BS-NLIA), S'RACE with primers 

located in vector (5'-TAGTGGATCCCCCGGGCTGCAG-3', sense primer) and NL1 

(5'-.4CCAAACCTTTCCTGTAGCTCC-3', antisense primer, nt 1303 to 1324 of 

NL I ; Fig. 2) was subsequently performed on the DNA of the remaining semi-purified 

positive clones. Amplification was perfomed with lpl of Vent polymerase in a fmal 

volume of 100 pl containing 50 ng of DNA, 4 rnM of MgSO4, lpM of each 

oligonucleotide, 200 piVI of each âNTP and 10% DMSO. Cycling parameters 

included an initial denamtion step of 1 min at 94'C, 25 cycles of 30 sec at 94"C, 30 

sec at 60°C and 1 min at 7Z0C, and an incubation of 10 min at 72OC. A PCR fragment 

of the expected lena& was subcloned into pCR2.1 vector (clone pCR-NLIA), but 

sequencing revealed no initiator ATG codon. A nested YRACE was then perfomed 

on mouse testis cDNA using the Marathon Ready cDNA kit (Clontech) wiîh sense 

oIigonucleotides AP1 and AP2 (fiom the kit) and NL1 antisense oligonucleotides 5' -  

CCTG.4GGGCTCGTTTTACAACCGTCCT-3' (nt 503 to 529 of NLl; Fig. 2) and 

5'-CTCATCCC.4GGAGAAGTGTAGCAGGCT-3' (nt 475 to 502 of NL1; Fig. 2) as 

recommended by the supplier. The resulting fragment was cloned into pCR2.1 vector 

@CR-NLIB). Since only ten bp were missing for the initiator ATG codon, we 

reconstnicted the 5' end of the cDNA by PCR-arnpli@ng clone pCR-NL1A with 

sense primer 5'-CCACCATGGTGGAGAGAGCAGGCTGGTGTCGGAAGAAG-3' 

(nt 332 to 364 of NLl; Fig. 1; the 10 missing nucleotides are underlined) and 

antisense primer 5'-ACCAAACCTTTCCTGTAGCTCC-3' (nt 1303 to 1324 of NL 1 ; 

Fig. 2) using Vent polymerase as described above. The DNA fra-ment was then 

inserted into pCR2.1 (clone pCR-NLlC). The entire O W  was reconstituted 

following digestion of pBS-NLl A and pCR-NLl C with EcoRI and P m .  The 5' 

end of NLI cDNA was excised fiom pCR-NLlC and ligated into pBS-NLIA at the 

corresponding sites, resulting in plasmid pBS-NL 1 B. 

For expression studies, a BamHVApaI fragment generated out of pBS-NLIB, 



corresponding to the full length cDNA of NL1, was inserted into pCDNA3/RSV [18] 

vector. 

Production of polycIonal antibodies 

A plasmid for the production in Escherichia coli of a GST fusion protein with 

NL 1 was constructed using pGEX4T-3 expression vector (Phmacia  

Biotechnologies). A 255 bp fragment from NL 1 was amplified by PCR with Vent 

pol ymerase using sense primer 5'- 

GCTACGGGATCCGTGGCCACTATGCTTAGGAA-3' (nt 1139 to 1158; Fig. 2) 

and antisense primer 5'-CGATTGCTCGGTGGGAACAGCTCGACTTCCA-3' (nt 

1377 to 1396; Fig. 2). Both pGEX-4T-3 and the PCR product were digested with 

BamW and XhoI and ligated. The recombinant protein was produced and purified 

according to the supplier's instructions. Five weeks old female balb/c mice were 

immunized at monthly intervals for 3 months with 20 pg of the recombinant NL1 

fragment in Freund's adjuvant and antisera were subsequently collected. 

Cell cufture and transfection 

Human Embryonic Kidney (HEK 293) ceIls were rnaintained in DMEM 

medium containing 10% fetal bovine serum (FBS), and supplemented with pen i c ih  

at 60 pgrnl, streptornycin at 100 p&nl and fongizone at 0'25 pg/ml. Transfections of 

cell s wi th appropnate plasmids were performed b y the calcium/phosphate-DNA CO- 

precipitation method [19]. To establish permanent ce11 lines, G418 selection was 

initiated 48 h after the transfections at 400 pgml for 12 days and graduaily decreased 

at 100 pglrnl. 

LLC-pKi cells mnsfected Mth pRcCMV-sNEP were maintained as 

descnbed pre~lously [20]. 

Imm unoblor analysis 

For imrnunoblot analysis, cells were incubated for 16 h in synthetic DMEM 

medium containing 2mM sodium butyrate. Cellular proteins were solubilized as 



previously described [21]. Secreted proteins recovered in culture media were 

concentrated approximately 10 fold by ultrafiltration. lmmunoblot analysis were 

performed using the NEN Renaissance kit with the polyclonal antibody specific to 

NL 1 or the a 1 -antitrypsin inhibitor antibody (Calbiochem; Ldolla, CA) followed by 

the appropriate horseradish peroxidase-conjugated IgG (Vector Laboratones). 

For the glycosylation studies, proteins were incubated with endoglycosidase H 

(endoH) or peptide:N-glycosidase (PNGaseF) as suggested by the distributor WB). 

En~ymatic activity nssays 

NL 1 activity was monitored and compared to sNEP activity using (Tyrosyl- 

[3,j-3~])(~-~la2)-~eus-enkephalin (50 Ci/mmol) (Research Products International 

Inc.), as already descnbed [21,21]. Km values were determined by the isotope- 

dilution method. The inhibitory effects of phosphoramidon and thiorphan were also 

assessed as previously described [2 11. 

HPLC anulysis of the hydrolysis of Leu-enkephalin 

Five pg of Leus-enkephalin were incubated at 37OC for one hour in 50mM 

MES. pH 6.5, with concentrated culture medium of HEK 293 cells expressing NLI 

(-300 pg of total proteins) or LLC-PK, cells expressing sNEP (-30 pg of total 

proteins), in absence or presence of 0.1 mM phosphoramidon. Hydrolysis products 

were separated by reversed-phase HPLC as described previously [23]. Tyr-Gly-Gly 

and Phe-Leu were both identified by elution profiles of synthetic marker peptides. 

Nonhern bior analysis 

A mouse multiple tissue poly(A)- mRNA blot (Clontech) was hybridized 

with a [ 3 ' ~ ] d ~ ~ ~  random primer labelled probe in ExpressHyb solution (Clontech). 

The blot was washed according to the manufacturer's recommendations and exposed 

to Fuji RX film for 7 days at -80°C with intensifying screens. 



RT-PCR screcning of mouse tissues 

Fint strand cDNA synthesis was performed with 1 pg of total RNA from 

mouse tissues and oligo(dT) as primer, using Gene h p  RNA PCR Core Kit (Perkin 

Elmer). For the PCR reactions, primers 5'-TGGCGAGAGTGTGTCAGCTATGTC-3' 

and 5'-CTTCCAAAATGTAGTCAGGGTAGCCAATC-3' were used wiîh Taq 

polymerase. One tenth of the PCR producrs were visualized on a 4% agarose gel. 

Iir situ hybridization 

To consûuct a plasmid for the synthesis of cRNA probes for ISH, pCR-NL1A 

was used as template to amplifi a 452 bp fragment by PCR with sense primer 5'- 

GGAGCC ATAGTGACTCTGGGTGTC-3 ' (nt 4 1 6 to 439; Fig. 2) and antisense 

primer 5'-GACGCTCAGCAGGGGCTCAGAGTC-3' (nt 842 to 865; Fig. 2). The 

amplification product was inserted into pCRII vector (Invitrogen). Synthesis of 

riboprobes and protocols for ISH were as described previously [21]. 



RESULTS 

Chning and sequence unalysis of mouse NL'LI cDNA 

In order to isolate cDNAs for new memben of the NEP family, we developed 

an RT-PCR snzitegy based on fact that NEP, ECE-1 and PHEX share regions of 

significant sequence identity (Fig. 1). Following RT-PCR on testis rnRNAs with 

nested pnmers, a DNA fragment of approxirnately 300 bp was amplified. This DNA 

fragment was cloned and the plasrnids from 24 independent colonies were sequenced: 

3 clones had no insert. 4 clones had DNA h?ibments not related to the NEP family, 7 

clones had sequences corresponding to mouse NEP and 3 clones had sequences 

corresponding to mouse PHEX, showing that our approach efficiently allowed the 

identification of members of the family. Moreover, 7 identical clones had a new 

presenting sequence similarities to members of the NEP family. The full- 

length cDNA was subsequently obtained by screening a moue testis A cDSA library 

f'olhwed by YRACE, as descnbed under Matenùls and Methods. Its nucleotide and 

deduced amino acid sequences shown in Fig. 2 confirm that we cloned a novel NEP- 

like protein, referred to thereafier as NL1. 

NL 1 cDNA spans 2925 nt, including a 5'-untranslated region of 33 1 nt, an 

open reading frame of 2295 nt from nt 332 to nt 2626, and a 3'-untranslated region 

of 299 nt. The sequence smounding the proposed initiator ATG confornis to the 

Kozak consensus [XI. The deduced amino acid sequence of NLI reveals a putative 

type II wsmembrane protein of 765 amino acid residues encompassing a short N- 

terminal cyt~plasmic tail, a unique putative transmembrane domain, and a large C- 

terminal extracellular domain. The ectodomain contains nine potential N- 

glycosylation sites (Asn-X-Ser/Thr) and ten cysteine residues corresponding t~ those 

consewed w n g  all the members of tbe family, which are presumably involved in 

proper f o b g  and in maintenance of the protein in an active conformation. Al1 

amino acid residues laiown to be part of the active site of NEP are present in NL1 

(sec Fig. 3). The predicted protein presents greater similarities to NEP than to any 

0 t h -  member of the fatni1y (Table 1). 



Although NL1 shares numerous features with proteins of the nepnlysin 

farnily, a notable aspect distinguishes it From the others : the fust consented cysteine 

residue of the ectodomain is more distant (34 amino acid residues) from the predicted 

aansmembrane domain in NL 1 than it is in NEP (9 residues) or any other members of 

the family. Moreover, we noticed a putative furin cleavage site (-Argss-Thr-Val-Val- 

LYS-&&-) between the end of the msmembrane dornain and the first cysteine (Fig. 

2). This observation suggests that Ml could exist as a secreted rather than a 

membrane-bound protein. 

NLI expression in HEK 293 cells 

HEK 293 cells were transfected with pCDNA3/RSV expression vector 

containing NLI cDNA, and a permanent ce11 line was established as descrîbed 

under Materials and Methods (HEWNLI cells) . IrnmunobIotting with a 

polyclonal antibody showed that afier 16h of culture, most NL1 was present in the 

culture medium with small amounts of the enzyme in the ce11 extract (Fig.4). 

Secreted and cell-associatcd NL 1 had apparent molecular masses of approximately 

135 and 1 10 D a .  respectively. To characterize the glycosylation state of NL 1, we 

next submiaed the recombinant protein to deglycosylation by peptide : N- 

glycosidase F (PNGase F) and endoglycosidase H (endo H). PNGase F removes 

high mannose as well as most complex N-linked oligosaccharides added in the 

Golgi complex. In contrast, endo H removes N-linked oligosaccharide side chains 

of the high mannose type found on proteins in the RER but which have not yet 

transited through the Golgi complex; thus, resistance to endo H can be used as an 

indication that the protein has traveled through the Golgi complex. PNGase F 

treatment showed that the cell-associated and secreted NL I were N-glycosylated 

as their electrophoretic mobility increased following digestion (Fig. 4 ). However, 

the secreted NLl migrated as a doublet after PNGase F treatment, with one band 

CO-migrating with cell-associated form and the second having a slower rate of 

migration. Since untreated and endo H-digested secreted NL1 are seen as single 

bands by SDS-PAGE, our observation suggests that a proportion of secreted NLI 

undergoes further post-RER postranslationd modification that renden some of the 



N-linked oligosaccharides resistant to PNGase F digestion. 

In contrast to secreted NL1, NLI fiom ce11 extract was sensitive to endo H 

treatment. This result shows differences in the glycosylation state of the two species 

and suggests that the cell-associated form observed in transfected cells is an 

intracellular species that has not traveled through the Golgi cornplex. 

Processing of NLl by a subtilisin-like con vertase 

To detennine whether a member of the mammalian subtilisine-like convertase 

family is responsible for NL1 presence in the culture medium of transfected cells, we 

CO-aansfected transiently HEK 293 cells with a constant arnount of plasmid 

pCDNA3/RSV/NL 1 and increasing amounts of plasmid pCDNA3/CMV/PDX [26]. 

This latter vector promotes the expression of the al-antitrypsin Portland variant, a l- 

PDX, a h o w n  inhibitor of subtilisin-like convertases [27]. Immunoblot analysis of 

the culture media of cells expressing both NL1 and al-PDX indicated that NLI 

secretion was strongly inhibited by the presence of al-PDX (Fig. 5A): a relation was 

observed between the amounts of al-PDX and the level of inhibition of NL1 

secretion. 

To con fm that proteolysis by the subtilisin-like convertase occuned at the 

putative funn cleavage site identified in NL 1 ectodomain (-Args8-Thr-Val-Val-Lys- 

k g b 3 - ) ,  the amino acid residues were substituted for L y ~ ~ ~ - k g ~ ~  by site- 

directed mutagenesis in vector pCDNA3/RSV/NLl and the mutated vector used to 

establish HEK 293 cells expressing the mutant protein (HEKMLlmut cells). 

Imrnunob!ot analysis of the culture media of HEWNLlmut cells showed that the 

mutation totally abolished secretion of NL1 (Fig. 5B). Furthemore, an additional 

form of K I  with a molecular mass of 127 kDa was detected in the extract of these 

cells (Fig. 5B). This new species was resistant to endo H digestion (Fig. 5B) and was 

found associated with membranes when KEK/NLlmut cells were hctionated 

according to Chidiac et al. [28] (result not show). 



NLI enqymatic activity 

Culture media from HEK 293 and HEKM1 cells were tested for enzymatic 

activity using as substrate (~~ros~l-[3,5-~~])@-~laz)-~eu~-enke~hali, a known NEP 

substrate. Activity was detected in the culture medium of HEWNLl cells but not in 

that of HEK 293 cells. This activity increased linearly with the amounts of NLl (Fig. 

6A) and with the incubation penod (Fig. 6B), indicating that degradation of the 

substrate was due to NLl enymatic activity. 

We next characterized NL1 enzymatic parameters using the same substrate 

and compared them to those of an engineered soluble form of NEP ( sh iP)  [29]. NLI 

affinity for D-Alat-Leus-enkephalin was slightly higher than that of sNEP as s h o w  

by their Km values of 18 pM and 73 PM, respectively (Table 2). Inhibition assays 

showed that phosphoramidon had similar effects on NLI and sNEP activity, with ICj0 

values of 0.9 nM and 0.5 nM respectively. and that thiorphan. a specific inhibitor of 

NEP, inhibited NL1 with an ICso of 47 nM, as compared with an ICso of 8 nM for 

NEP (Table 3). 

Very low levels of phosphoramidon-sensitive activity was detected in 

extracts of HEWNLl cells (data not shown) consistent with the small amounts of 

iIL 1 observed by immunoblotting. 

To derennine whether NLI had cleavage site specificity similar to NEP, we 

incubated Leus-enkephalin in the presence of NLI recovered from the medium of 

HEWNLl cells (Fig. 7B) or in the presence of sNEP (Fig. 7C), and analyzed the 

de_gradation products by RP-HPLC. Peaks CO-migrating with standard Tyr-Gly-Gly 

and Phe-Leu peptides were observed in both RP-HPLC profiles, indicating that both 

enzymes cleaved the substrate at the Gin-Phe4 peptide bond. This enkephalin- 

degrading activity was completely inhibited by phosphoramidon (1 pM) (Fig. 7A). 

Tissue and cellular distribution of NLI nrRNA 

Tissue distribution of NLl mRN4 was detemined by Northem blot analysis 

with a specific probe corresponding to the S'end of the coding region of MJ cDNA. 

.4 single transcript of 3.4 kb was detected exclusively in testis among al1 the mouse 

tissues tested (Fig. 8A). Mouse tissues were also screened by RT-PCR Using this 



more sensitive technique, expression of NLl was observed in several other tissues 

including heart, brain, spleen, lungs, liver and kidney (Fig. 88). Consistent with the 

Northern blot results, RT-PCR analysis, although not strictly quantitative, detected 

more NL 1 rnRNA in testis than in other tissues. 

To gain more insight into NLI mRNA distribution, we examined by ISH 

cryostat sagital sections kom a 4-day newborn mouse, as well as sections eom a 16- 

day old animal @16) and adult tissues (heart, brain, spleen, lungs, liver, kidney and 

testis). The presence of NL1 mRNA was detected only in adult testis (Fig. 9 ). Only 

the germinal cells in the luminal face of the seminiferous tubules were labeled (Fig. 

9.4 and B). These cells were identified as round and elongated spermatids in al1 

spermiogenesis maturational stages (Fig. 9B1, B2, 83 and 84). Neither spermatozoa 

(Fig. 9B and BS)  nor spermatocytes, spermatogonies or Sertoli cells were labeled 

(Fig. 98). Interstitial cells were also negative. Controls were perfomed with sense 

riboprobes, which produced only nonspecific background (data not shown). The 4- 

day old mouse sagital sections and al1 other tissues tested were negative. 



DISCUSSION 

The great interest in members of the Neprilysin family as putative therapeutic 

targets, and the recent discovery of new members of this important family of 

peptidases led us to investigate whether additional members of the family remained to 

be identified. Using a PCR-based strategy, we cloned, fiom mouse testis, a partial 

cDNA encoding a new NEP-like enzyme that we called N U .  halys is  of the amino 

acid sequence encoded by the full-length NL1 cDNA revealed that this member of the 

family resembles NEP the most: 55% identity and 74% similarity. Recently, the 

pnmary structure of a new zinc metallopeptidase fiom total mouse embryo was 

reported [30]. This enzyme, called SEP, is found either as a soluble or a cell- 

associated form due to alternative splicing. NLI shows only 3 amino acid differences 

with the soluble form of SEP indicating that secreted SEP and NL1 are the same 

enzyme. Our cloning strategy did not allow characterization of the cell-assciated 

fom of NL 1 which is a rninor species in mouse testis [30]. 

The amino acid sequence of NL1 predicts a topology of a type II inteeml 

membrane glycoprotein that is similar to the other members of the family. Treatment 

of the recombinant protein with PNGase F showed that indeed NL1 possesses N- 

linked carbohydrate side chains. However, it is not possible to detemine precisely 

whether al1 nine putative N-glycosylation sites are used, but the 30 kDa decrease in 

molecular mass upon PNGase F treatrnent suggests that most are glycosylated. It has 

already been s h o w  that al1 asparagine residues in a Asn-X-SerlThr consensus are 

dycosylated in rabbit NEP expressed in COS4 cells and that sugar moieties increase 
C 

the stability and enzymatic activity of the protein and facilitate its intracellular 

transport [3 11. Three of NEP glycosylated Asn residues (Asn 145, Asn 285 and Asn 

628) are conserved in NLl (Am 163, Asn 303 and Asn 643). Amongst these residues, 

Asn 145 and Asn 628 have been reported to influence NEP enzymatic activity [3 11. 

In the same work, it has also been shown that the effect of sugar addition on folding 

and intxacellular transport of NEP is a cumulative effect of al1 glycosylation sites 

rather than a contribution of any particular one. Glycosylation of NL1 may share 

similarities with that of NEP since we found their primary structures and enzymatic 



activities to be very similar. 

Surprisingly, expression of the cDNA by transfection of HEK 293 cells 

showed that most of the enzyme was secreted in the culture medium. The small 

amount of NL1 associated with the cells was endo H-sensitive, suggesting that the 

cell-associaied enzyme is a species that has not yet left the RER. The presence of a 

fùnn cleavage site in YL1 sequence benveen the predicted transmembrane domain 

and the first conserved cysteine residue of the ectodomaln led us to believe that a 

member of the mamrnalian subtilisin-like family of convenases was responsible for 

the presence of NLI in the culture medium. These enzymes are involved in 

processing a variety of precursor proteins such as growth factors and hormones, 

recepton, plasma proteins, matrix metalloproteinases, metalloproteases-desintegrins 

and viral envelope glycoproteins [for a review sec  321. Site-directed mutagenesis of 

the funn cleavage site (-Argss-Thr-Val-Val-Lys-&g63-) and expression of al -PDX, a 

potent inhibitor of mammalian subtilisin-like convertases [27], confinned that a 

member of this family of endoproteases was involved in NLl secretion presumably 

bg clcaving in carboxy-terminus of Args3. Tnere are only a few examples of  proteins 

which are processed frorn a membrane-bound precursor to a secreted form following 

cleavage by ssubtilisin-like convertases; these include meprin and collagen XVlI 

[33.34]. Three members of the subtilisin-like family of convenases, namely furin, 

PC4 and PC7, are known to be expressed in g e m  cells [35-381. Whether one of these 

convertases generates secreted NLl fkom its membrane form is under current 

investigation. In any case, NLl is the only known member of the neprilysin family 

that is secreted. This unique feature suggests that N U  plays its physiological role in 

a context different from that of the membrane-bound peptidases, thereby divenifjmg 

the role of the peptidases of the neprilysin fmily. It is of interest that circulating 

forms of NEP in blood and urine have been described, but they have generally been 

related to pathological or suessfùl conditions [3943]. 

We have observed in cells expressing NL1 mutated at the fuM cleavage site 

the appearance of a species resistant to digestion by endo H. This mutated protein was 

associated with cellular membranes. Taken together, these results indicate that NLI is 

first synthrsized and inserted in the RER membrane as a type II transmembrane 



protein. During intracellular transport, NLI is converted to a soluble fonn by the 

action of a member of the mammalian subtilisin-like convertases. The identity of the 

cellular cornpartment where this process occurs is not known. However, mammalian 

subtilisin-like convertases are ususally active in post-Golgi compartments of the 

secretory pathway suggesting that processing of NLl from the membrane bound form 

to the soluble form is a post-Golgi event. 

Despite almost total abrogation of NLl secretion, we observed only a slight 

accumulation of endo H-resistant NL 1 in cells either CO-expressing al-PDX and NL1 

(result not shown) or expressing mutated NLI. This observation suggests that 

unprocessed NL 1 is rapidly degraded. A similar behavior was reponed for the Notch 1 

receptor expressed in the funn-deficient ceIl line LoVo [Ml. The mechanism(s) by 

which these unprocessed proteins are d e p d e d  is still unknown. It is interesting to 

point out that the spliceofon of SEP that has lost a 23 amino acid peptide, including 

the furin cleavagc site, generates a cell-associated endo H-sensitive molecule [30]. 

The most important observation regarding the NL1 primary structure is the 

conservation of residues which in NEP are essential for catalysis and binding of 

substrates or inhibitors. This finding suggests that NLI could effectiveiy act as an 

endopeptidase with a catalytic mechanism similar to that of NEP. This hypoihesis 

was supported by the demonstration that D-Ala-Leus-enkephalin, a peptide substrate 

often used to monitor NEP activity, was aiso an excellent NLI substrate. The affinity 

of NL1 for D-Ala2-Leu5-enkephalin was even higher rhan that of NEP, as reflected by 

a Km value 4- to 5-fold lower. Furthemore, two well known NEP inhibitors, 

phosphoramidon and thiorphan, also abolished NLI activity. Phosphoramidon, which 

inhibits NEP as well as ECE-1 activity, albeit to a lesser extent [45], had very similar 

effects on NLl and NEP, with an ICso value for NL1 varying not more than two-fold 

fiom the value determined for NEP. Thiorphan, considered to be a more specific 

inhibitor of NEP, aiso inhibited NLI activity, with an ICso six-fold greater than that 

for NEP. These results suggest that the active sites of NL 1 and NEP are similar. This 

hypothesis is supported by the observation that secreted SEP degraded a set of 

peptides known to be NEP substrates, including substance P; bradykinin and atrial 

natiuretic peptide [30]. Taken together, these results illustrate the importance of 



identifying and characterizing other member of the family for the design of highly 

specific inhibitors. 

In agreement with the enzymatic parameters demonstrating that NL 1 and NEP 

have similar catalytic sites, we have observed that both enzymes cleaved Leus- 

enkephalin at the same peptide bond. This result suggests that NLI hydrolyzes 

peptide bonds on the amino side of hydrophobic amino acid residues as does NEP 

[46]. However, several other peptides will have to be tested to confimi this specificity 

and to determine whether NL 1 has dipeptidyl carboxypeptidase activity as was shown 

for NEP [47-491 and more recently for ECE-1 [SOI. 

RT-PCR experiments with specific primes for the soluble and cell-associated 

foms of SEP showed a wide tissue distribution of the erizyme with the soluble fonn 

of SEP being predominant in testis and the cell-associated form in other tissues [30]. 

Our RT-PCR results confirmed the wide tissue distribution of NLl. However, 

Northem blotting and in situ hybridization expenments indicated that expression of 

NLl is predominant in germ cells of mature testis. Lnterestingly, proenkephalin 

mRNA has been s h o w  to be expressed in germ cells and somatic cells of the testis 

[36.37.5 1-54]. Specific functions for testicular enkephalin peptides have not yet been 

defined, but it is believed that they could act as intratesticular paracrine/autocnne 

factors. In addition to their putative role as mediators of testicular ce11 

communication, it has also been demonstrated that proenkephalin products 

synthesized by spematogenic cells during spermatogenesis are stored in the 

acrosome of human, hamster, rat and sheep spematozoa and are release from sperm 

following acrosomal reaction [55 ] .  It has thus been proposed that proenkephalin 

products may act as sperm acrosomal factors during the fertilization process as weil 

as intratesticular regulators secreted by spematogenic cells. Since Leu5-enkephalin 

was found to be a good substrate for N U ,  opioid peptides originating fiom 

proenkephalin could serve as physiological substrate for this new enzyme. In this 

way, NL 1 would serve to regulate the activity of these bioactive peptides. 

Testis is the only tissue where the soluble form of SEP is predominant [30], 

suggesting a testis-specific alternative splicing. Expression of testis-specific 

molecuiar species of peptidases or prohomones, arising through diverse mechanisms, 



has been documented in the past [56,57]. However, the physiological significance of 

these testis-specific species is not always clear. In the case of NL I or SEP, it might 

allow local constitutive secretion by germinal cells of an otherwise cell-associated 

enzyme, to regulate spermatogenesis much like several other proteolytic enzymes of 

the seminiferous nibules [ B I .  Alternatively, it mi@ allow accumulation in acrosome 

with proenkephalin peptides and release upon acrosomal reaction. More exhaustive 

studies conceming NL 1 localization and physiological substrate identification will be 

needed to understand its role in the testis and possibly in the fertilization process. 
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Table 1. Cornparison of NL1 with other members of the neprilysin family 

Region covering amino acids 70 to 765 of N U  was compared with 

corresponding sequences of other members of the neprilysin family. m, 

mouse ; r, rat ; h, human ; b, bovine proteins. 

Protein Identidity 

(%) 



Table 2. Cornparison of NLl and sNEP enzymatie parameters with D- 

Alat-Leu5-enkephalin. 

Each value is the average of the results of three (*) or four (+ ) independent 

expenments. See Materials and Methods for details. 

Enzyme Km* 1Cso4 ICSO' 

(ml Phosphoramidon Thiorphan 
(nM) (nM) 

NL 1 

SNEP 
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Figure 1. Partial amiao acid sequeace alignment of human NEP, ECE-1 

and PHEX. Numbers above the sequences identiQ residues in NEP sequence. 

Regions corresponding to degenerate oligonucleotides used for the nested PCR are 

underl ined. Arrows below the sequences represent the degenerate oIigonucleotides 

and the numbers correspond to the nomenclanire used in the text. 



Figure 2. Nucleotide and deduced amino acid sequences of NLl cDNA 

cloned from mouse testis. The predicted trammembrane domain of NLl is 

underlined and the putative fundpro-hormone cleavage site is double underlined. 

The conserved cystein residues are indicated by an arrowhead, the nine potential N- 

glycosylation sites are indicated with a dot (e) and the HEXXH zincin consensus is 

boxed. Arrows and numbers in brackets show the position of the oligonucleotide 

prirners used in PCR. 
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Figure 3. Amino acid sequence comparison of NLl and NEP. Single dots 

stand for similarity and double dots for identity. Residues hown to be important for 

enzyme activity, including the three zinc ligands (His 583, His 587, and Glu 646 in 

NEP), the catalytic Glu residue (Glu 584 in NEP), the transition state stabilizing His 

residue (His 71 1 in NEP), the residues involved in substrate binding (Arg 102, Arg 

7 17 and Asn 542 in NEP) and the Asp residue implicated in structure maintenance of 

the active site (Asp 650 in NEP) are indicated with asteriks (*). 
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Culture medium Ce11 extracts 

Figure 4. Immunoblot analysis of NL1-transfected HEK 293 ceus. 

Proteins fkom culture medium and fiom ce11 extracts (correspondhg to 1/50 of a 150 

mm dish) were separated by SDS-PAGE (8% gels), transfened to nitrocellulose 

membranes and reveaied with a NU-specific polyclonal antibody. (M): mock- 

transfected cells ; (0) :  NL1-transfected cells ; (H): Endo H-treated NL1-transfected 

cells ; (F): PNGase F-treated NL1-transfected cells. Molecular weight markers 

positions are shown in the center. 
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Figure 5. Anaiysis of NL1 processimg in ELM 293 ceb. (A)  Roteins fiom 

culture medium of HEK 293 cells CO-expressing NLl and al -PDX were separatecl as 

in legend of Fig. 4 and revealed with either NLl antibdies (upper panel) or al - 
antitrypsin inhibitor antibodies (lower panel). The m u n t  in pg of phsrnid 

pCDNA3.1ICMVPDX used in the tramfections is indicated above each lane. (B)  

Proteins fiom the culture media or exûacts of cells expressing efier wild-type NL1 

(WT) or NL 1 mutated in the furin cleavage site (Mut) (correspoading to 1/20 of a 150 

mm dish) were analvd as in Fig. 4. (H): Mut proteins treated with endo H; O: Mut 

proteins treated with PNGase F. Lanes H and F were exposed 3 times longer. 

Molecular weight markers positions are show on the nght (B). 



Figure 6. NLl enzymatic activity. (A) Activity as a function of protein 

amounts. Increasing volumes of culture media from HEK 293 or HEK/NLl cells 

were tested for peptidase activity using (~~os~l-[3,5-~~])(~-~la~)-~eu~-enke~halin 

as substrate. The amounts of NL 1 detected by immunoblotting in the aliquots used to 

measure activity is shown above the p p h .  (B) Activity as a function of time. 

Aliquots of culture media from HEK 293 or HEWNLl cells containing 2.5 pg of 

total protein were incubated for the indicated periods of tirne with the same substrate 

as in (A). 
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Figure 7. HPLC analysis of degradation products of Leus-enkephalin. 

Leu j-enkephâlin was incubated with concentrated culture media from HE= 1 cells 

in presence ( A )  or absence (B)  of phosphoramidon (P), or with concentrated media 

from $NEP-transfected LLC-pKi cells (C) and hydrolysis products were resolved by 

HPLC. Tyr-Gly-Gly and Phe-Leu were both identified with HPLC profiles of 

synthetic marker peptides. 
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Figure 8. Tissue distribution of mouse NL1 mRNA by Northern blot and 

RT-PCR analysis. (A) The membrane purchased fiom Clonetech containing 2pg of 

polyA+ mRNA of various tissues was bybridized with a 1 kb specific cDNA probe 

corresponding to the 5' coding region of NLI. The blot was exposed for 

autoradiography for 7 days. (B)  Total RNA (1 pg) was used for the RT-PCR 

reactions. Arnplified DNA fragments were resolved on a 4% agarose gel. 



Figure 9. NL1 mRNA distribution in adult mouse testis observed by in 

situ hybridization. Silver labeling is seen as white spots on dark field (A) or as dark 

labeling on bright field (B). A, Low power emulsion autoradiography showing 

tubular distribution of NL1 rnRNA. Some tubules present more evident labeling 

(arrows) indicating a stage specific tubular distribution. No labeling is seen in the 

interstitium. B, Sites of NLI mRNA expression at cellular level showing labeling in 

inner germinal cells identified as round and elongated spematids (Higher 

magnification in B1, B2, 8 3  and 84). Note that large cells corresponding to 

spennatogonies, spermatocytes and Sertoli cells are unlabeled (B), as well as 

spermatozoa ( B  and B5). 

Scale bar = 1 5 0 p  (A),  1 Spm ( B )  and 10pm (Bl, 82, B3, B4 and B5, in B5). 



CHAPITRE 6 - DISCUSSION 

Ce dernier chapitre fera la synthése de l'ensemble des resultats de cette thèse, 

présentée sous forme d'une discussion géndrale, et complétera la discussion présentée 

dans les chapitres 2,3,4 et 5. 

6.1) PHEX 

6.1.1) Sites d'expression physiologique 

Min de connaître les sites d'expression physiologiques de Phex, nous avons 

examiné son expression dans un nombre maximal d'organes en utilisant des coupes 

histologiques d'embryons de souris à partir du l p  jour (e10) jusqu'à la naissance 

(e19) et de souris postnatales @3 et p7). Les résultats ont montré, au niveau 

anatomique, la présence des ARNm de Phex dans les os (calvaria, mandibule, 

vertèbres, côtes et fémur) des embryons, à partir de e15, ainsi que dans les dents 

(incisives et molaires). Les autres organes examinés, comme les reins, les poumons, 

le foie et le cerveau, ont tous été négatifs. Au niveau cellulaire, les ostéoblastes et les 

odontoblastes ont été identifiés comme les cellules responsables de cette expression. 

La présence des ARNm de Phex chez la souris adulte a été démontrée par 

Northern blot au niveau de la calvaria et des dents incisives et molaires. Cette 

technique nous a permis de détecter un transcrit d'environ 7 kb dans ces tissus et de 

noter également un déclin de la quantité de ces transcrits au niveau des os et des 

molaires avec l'âge. Nous avons remarqué que I'expression des ARNm de Phex se 

maintenait élevée chez la souris adulte au niveau des dents incisives, qui chez les 

rongeurs sont toujours en croissance, suggdrant fortement un lien entre l'expression 

de Phex et la croissance des os et des dents. 

Nos études d'ontogenèse ont démontré que l'expression de Phex coïncidait 

avec et/ou suivait de peu la déposition de la matrice extracellulaire osseuse et 

dentaire. Ceci aussi bien dans l'ossification intramembranaire de Ia calvaria ou de la 

mandibule, que dans I'ossifïcation endochondrale des vertèbres ou des os longs. Il est 

intéressant de souligner la corrélation très étroite entre le début du processus 



d'ossification chez la souris, daté du jour 14,s du ddveloppement embryonnain, et 

l'expression de Phex, absente au jour el4 et détectee au moins B partir de elS. 

Après avou localisé les ARNm, nous avons regardé la présence de La protéine 

Phex dans divers tissus, par Western blot et par immunohistochimie, en utilisant un 

anticorps monoclonal dirige contre un fragment de proteine, qui conespondait aux 

acides amin& 121 à 294 de la Phex humaine. L'immuwbuvardage a démontre Phex 

comme une glycoprotéine d'environ 100 kDa dans les extraits de calvaria ,de fdmur 

et des dents incisives. Aucune immunoréactivité n'a été détectée daas les extraits de 

poumon, foie, rein, ovaire ou testicule. L'absence de détection de la protéine dans les 

extraits de poumon et d'ovaire s'oppose à des dtudes qui ont documenté la présence 

des ARNm de Phex dans ces tissus (Beck et al., 1997; Grieff et al., 1997). Cependant, 

cette discordance peut être expliquée par les différences de sensibilité des techniques 

employées etfou par des différences dans les niveaux de traduction des ARNm, 

spdcifiques à chaque tissu. L'immunobuvardage a aussi confirmé la diminution de la 

quantité de Phex dans les os avec I'âge, en accord avec nos travau.. d'hybridation in 

situ, qui ont démontré une corrélation temporale entre l'expression de Phex et la 

croissance et/ou minéralisation osseuse. 

L'immunohistochimie a révélé la prdsence de Phex dans les ostéoblastes, 

ostéocytes et odontoblastes, bien visible au niveau des prolongements cytoplasmiques 

de ces cellules qui parcourent la matrice extracellulaire, suggérant une conélation 

intime entre la protéine Phex et la matrice. Également intéressant est l'absence de 

Phex au niveau des cellules moins différenciées de la lignde ostéoblastique, ce qui 

indique que Phex est un marqueur spécifique des cellules ostéoblastiques matures, 

capables de deposer la matrice extracellulain et/ou la minéraliser. Cela explique la 

conélation existante entre le début=du processus d'ossification et l'expression de 

Phex, détectée il partir de el5 par nos études d'ontogen4se. La définition de Phex 

comme un marqueur spécifique des ostéoblastes et des ostéocytes s'avère de grande 

importance pour les études de différenciation de cette lignée cellulaire. 



6.1.2) Phex et l a  s o u e  Hyp 

Les souris Hyp, qui présentent il peu près la même symptomatologie que les 

patients avec XLH, portent une ddlétion de 18 ii 33 kb dans la région 3' du gène Phex, 

ii partir de l'exon 16 (Beck et al., 1997; Strom et al., 1997; Wang et al., 1999). et sont 

très étudiees comme modeles animaux de la maladie humaine. La région délétée du 

&ne Phex comporte tout le site actif de l'enzyme et suggke donc une perte d'activité 

de Phex comme mécanisme p hy sio pathologique de la mutation spontanée H yp. 

Cependant, pour la confirmation de ce mécanisme, il etait important d'éliminer 

l'hypothèse de la production, par les souris Hyp, d'une protéine Phex tronquée, qui 

pourrait agir comme dominant négatif et avoir des rdpercussions au niveau du 

métabolisme des ostéoblastes et ostéocytes. Pour éclaircir ce point, nous avons v&Xé 

l'expression de Phex, au niveau de I'ARNm et de la protéine, chez la souris Hyp. Nos 

résultats, en utilisant les techniques d'hybridation in situ et de RPA ("RNAse 

protection assay"), ont démontré l'absence des ARNm de Phex chez ces mutants. Au 

niveau de la protéine, son absence a été démontrée par Western blot et par 

immunohistochimie. Une seule étude antérieur (Ecarot et Desbarat, 1999) avait 

rapporté l'absence de Phex dans les extraits d'os des souris Hyp et d'ostéoblastes Hyp 

en culture. Cependant, l'anticorps utilise dans cette dtude était dirigé contre la région 

3' de la protéine, qui est délétée chez le Hyp. Par conséquent, cet anticorps serait 

incapable de ddtecter la forme tronquée hypothétique de Phex Notre anticorps a ét6 

dirigé contre une région non délitée de la protdine chez le Hyp et l'absence de 

détection d'un morceau tronqué démontre de façon bien précise que ce modèle 

animal porte une mutation négative pour un CRM ("cross reacting materiai"). La 

forme tronquée de la protéine, si produite, devrait être soumise à une dégradation 

rapide par des mécanismes de contr61e de qualité des protéines présentes au niveau du 

réticulum endoplasmique (Harmnond et Helenius, 1995). 

6.1.3) Phex et la minérnüsation osseuse 

Nous avons également remarque que la couche d'ostéoide était augmentde 

dans les calvaria Hyp par rapport aux normales. Ceci était en accord avec des etudes 

histomorphométnques réalisées avec des souris Hyp dans les annees 80 (Marie et al., 



198 1,1982a,b).Une augmentation de i'ostkoide peut reflbter uae déposition a n o d e  

de la matrice extracehiaire et/ou un defaut de sa minéralisation. Cependant, les 

études précédentes n'ont pas réussi B obtenir des &idences suggérant um deposition 

excessive de matrice extracellulaire dans les os des souris Hyp (Van der Rest et al., 

198 1 ; Delvin et al., 1990). D'autre part, les dvidences sont multiples B suggéiw un 

defàut de minéralisation chez les souris Hjp (Marie et al., 1981, 1982sb). Ces 

résultats nous poussent à appuyer l'hypothèse que l'augmentation de la couche 

d'ostéoide chez le Hyp est due à un dé&ut/retard de minéralisation de la matrice 

osseuse. Cette hypothèse est de plus appuyée par plusieurs études montrant 

l'existence d'un d6faut primaire au niveau des otéoblastes Hyp qui serait responsable 

euou contribuerait à empirer le maque de minéralisation chez ces animaux (Ecarot- 

Charrier et al., 1988; Ecarot et (d., 1992a,b et 1995). Toujours en accord avec cette 

idée, il a été récemment rapporté que des ostéoblastes Hyp immortalisés accumulent 

moins de Ca et présentent, en culture, un defaut de minéralisation des nodules d'os 

quand comparés à des osthbiastes normaux immortalisés (Xiao et al., 1999). La 

même étude a demontré la production d'un facteur par les ostéoblastes Hyp qui 

inhiberait la minéralisation de la matrice osseuse par des ostéoblastes normaux. La 

confirmation de l'existence in vivo de ce fbteur ainsi que son identification 

moléculaire restent a être établies. 

6.1.4) Phex et ks auqueun tadiCs de dinéreaciitioii ostéobhtiqw 

Dans le but de déterminer si la perte de fonction de Phex avait des 

conséquences sur le processus de développement des ost&oblastes, nous avons 

cornpar&, chez la souris n o d e  et son mutant Hyp, l'expression d'ostéocalcine et du 

recepteur de PTHPTHrP, qui sont acceptés comme des marqueurs des différenciation 

O stdo blast ique tardive. 

L'ostéocalcine est la plus abondante protéine non-collagenique de l'os et est 

considérée, parmi tous les marqueurs, comme celui d'expression la p h  taraive, non 

détectable dans les preostéoblasies et exprimde abondamment par des ostéoblastes 

post-mitotiques (Aubin et al., 1995). La synthèse d'ostéocalcine par les ostéoblastes 

dans la période pré-natale est ûès basse et variable en quantité selon les différentes 



régions d'os examinées (Heersche et al., 1992). En ce qui concerne la synthèse du 

récepteur de PTWPTHrP, malgré le fait dtabli qu'il soit exprimk par des ostéoblastes 

matures, certaines études suggkrent son expression par des preostéoblastes (révisé par 

Aubin el al., 1995). 

Nos résultats de l'hybridation in situ réalisée avec de riboprobes pour l'osttiocalcine 

et pour le ricepteur de PTH(PTH.rP, utilisant des coupes de souris normales et Hyp en 

el7  et P4, ont démontré, chez h souris Hyp, une augmentation significative de 

l'expression d'ostéocalcine A e17. Cependant, cette différence disparaît après la 

naissance (jour P4). 

Ces résultats indiquent d'abord que l'absence de Phex peut influencer de 

manière très spécifique l'expression de certains gènes. De plus, l'augmentation de 

l'expression d'ostéocakine dans la période embryonnaire chez les souris Hyp, nous 

laisse suggérer une corrélation entre Phex et cette protéine et que i'absence de Phex 

chez les Hyp induit une expression précoce et/ou une augmentation, d'une façon 

encore non comprise, des niveaux d'ostéocakine dans la période prénatale. 

PHEX et ostéocalcine sont exprimées, de manière importante, uniquement par 

des ostéoblastes, des ostéocytes et des odontoblastes, étant considçrées comme des 

marqueurs spécifiques de ces cellules. L'absence d'ostéocakine engendre une 

déposition excessive de matrice par chaque ostéoblaste individuellement, qui ensuite 

est minéralisée et, par conséquent, rend les os plus résistants. Cela a été mis en 

évidence par des dtudes d'ablation génique (Ducy et al., 1996). Par contre, l'absence 

de Phex détermine un retard et/ou un défaut primaire de mindralisation (Ecarot et al., 

1992a,b et 1995), aggravé par l'hypophospbatémie, et étant à l'origine du rachitisme 

et de l'ostéomalacie chez les patients XLH et les souris Hyp. Ces domees suggèrent 

que, dans l'os, les fonctions de P I ~ X  et d'ostéocalcine sont dans un certain sens 

opposées. Aurait-t-il une condation, directe ou indirecte, entre PHEX et 

ostéocalcine, d'autant plus que des niveaux augmentés d'ostéocakine circulante ont 

été détecté chez la souris Hyp? Est-ce que PHEX, en étant une endopeptidase, 

pourrait participer a la régulation des niveaux d'ostéocalcine? Des etudes f h r e s  sont 

nécessaires pour répondre à ces questions et établir la nature de la corrélation, si eue 

existe. 



En plus, l'ostéocalcine est une protéine sécrétée. De son côté, Phex est 

membranaire. mais pr6sente en grande quantité au niveau des prolongements 

cytoplasmiques des ostéoblastes et des ostéocytes qui parcourent la matrice 

extracellulaire, en corrélation intime avec celle-la. Par conséquent, la question 

suivante s'avère bien légitime: existerait41 une forme de PHEX sécrétée dans l'os, 

qui s'accumulerait dans la matrice? L'dvidence génétique de cette possibilité existe. 

puisqu'une séquence promotrice a été détectée, par le programme GRAIL, dans 

l'intron qui sépare les exons 1 et 2 du gène PHEX (Francis et al., 1997)' et qui, si 

utilisée, produirait une protéine sans les domaines intracellulaire et trans- 

membranaire, donc potentiellement sécrétée si contenant un peptide signal. Des 

études futures sont aussi nécessaires pour éclairer ce point. 

6.1.5) Corrélation entre PHEX et NEP 

Dans le but de déterminer si la perte de fonction de Phex avait des 

conséquences sur 1' expression d' autres pept idases présentes dans l'os, nous avons 

comparé, chez la souk  normale et son mutant Hyp, les niveaux de NEP. Les 

techniques d7 hybridation in situ. RPA et Western blot ont indiqué que l'abondance 

relative des ARNm de NEP ainsi que de la protéine irnmunoréactive n'ont pas diffëré 

de façon significative chez les souris normales et Hyp. Ces résultats suggèrent que 

PHEX et NEP sont probablement impliquées dans la modulation des fonctions 

cellulaires différentes. Cette hypothèse est consistante avec nos observations que NEP 

est exprimée dans toutes les cellules de la lignée ostéoblastique (Ruchon et al., 2000, 

in press; quatrième chapitre de cette thèse), tandis que la présence de PHEX est 

limitée aux ostéoblastes matures et ostéocytes (Ruchon et ai., 2000, in press; 

troisième chapitre de cette thèse): Une activité "NEP-like" plus élevée a été 

récemment rapportée dans les cultures primaires d'ostéoblastes provenant de souris 

Hyp en comparaison avec celles dérivées de souris normates (Lajeunesse et 

Delalandre, 1998). Cependant, cette activité n'a pas été totalement inhibée par le 

thiorphan, un inhibiteur très spécifique de NEP (Dubois et Lajeunesse, 1999). Cela 

laisse supposer la possibilité de l'existence d'une enzyme encore non identifiée, 

ponant des propriétés catalytiques semblables à NEP et qui serait augmentée chez les 



ostéoblastes Hyp. Des M e s  sont déj8 en route dans le but de vérifier cette 

hypothèse. 

6.1.6) Le coitrôk de l'expression de PHEX 

La cartographie du gène PHEX a &dé l'absence d'me séquence de type 

Kozak qui Mquemment précède la méthionine initiale dans la majorité des gènes. 

Cette absence suggère que l'expression de la protdme PHEX est soumise à des 

contrôles très stricts surtout au niveau post-traductionriel. Quels kteurs 

contrôleraient cette expression? A date, un seul de ces facteurs a étC identifié: la 

1,25 (OH)2D3, qui stimulerait l'expression de PHEX, tant au niveau traomlptionnel 

que traductionne1 (Ecarot et Desbarats, 1999). 11 faut noter que h 1 ,25(OmD3 

stimule aussi la transcription de l'ostéocalcine, et que son niveau piasmatique, chez 

les patients XLH et les souris Hyp, est improprement bes par rapport aux niveaux 

d' hypo p hosphatémie. Est-ce que la PTH influencerait aussi l'expression de PHEX, 

comme elle le fait pour l'ostéocalcine et plusieurs autres protdineq d'autant plus qu'il 

a été démontré que PHEX est capable de l'hydrolyser? Et la phosphatémie, aurai+ 

elle uw influence au niveau de l'expression de PHEX? D'autres études restent 

nécessaires pour établir les connections manquantes parmi ces données et pour 

déterminer les autres fhcteurs impliqués dans le contrôle de l'expression et/ou de 

I'activité de PHEX. 

6.1.7) PHEX et h réabsorption de Pi 

Il a été suggéré qu'il serait très utile à l'organisme d'avoir un ou des 

facteur($ spéc%que(s) pour le contrôle de la phosphatémie (Ecoas et Dremer, 1994; 

Kumar, 1997). Ce kcteur hypotb&ique, appelé phosphatonine, agirait au niveau de la 

réabsorption rénale de phosphate et serait k responsable de Le perte réaale de Pi chez 

les individus porteurs de XLH et OHO. Cependant, jusqu'à maintenant, l'identité de 

ce(s) facteur(s) reste inconmie. ii a été suggkré que PTH ou PTHrP soit ce facteur 

mais de multiples etudes contredisent ces possibilités (section k1.2.2.4 de 

l'introduction de cette thése). 



Un autre candidat potentiel est la stanniocalcine, une hormone récemment 

identifide chez les mammifères et qui a ouvert d'autres horizons dans le c h p  de la 

recherche au niveau du métabolisme osseux et minéral (rdvist par Barlet et al., 1998). 

La stanniocalcine (STC) est une hormone glycoprotéique présente chez les poissons 

téléostéens responsable, de même que la calcitonine, de la prévention d'une 

hypercalcémie, en eau de mer oh la concentration de Ca est environ huit fois plus 

élevée que celle du liquide extracellulaire (Cameron, 1990). La cible principale de la 

STC chez les poissons ne sont pas les écailles, capables de stocker le Ca comme les 

os, mais les routes d'entrée du Ca dans l'organisme: les intestins et les branchies, où 

elle inhibe l'absorption de Ca Chez les animaux terrestres, par contre, 

1' h ypercalcdmie n'est pas une menace constante, et ils dépendent de leurs réserves 

internes de Ca, situdes dans les os, pour ~rdvenir une hypocalcdmie. L'hormone 

primordiale pour le contrôle homéostatique du Ca extracellulaire chez ces animaux 

est la PTH, une hormone hypercalcémiante. Jusqu'en 1995, la STC était considérée 

comme une hormone calciotmpe caractéristique des téléostéens, et par conséquent, la 

découverte des homologues de la STC chez les mammifères a été surponante. 

Cependant, certains polypeptides hormonaux présents chez les vertébrés inférieurs se 

retrouvent chez les mammifères les plus évolués, bien que la localisation des cellules 

responsables de la sécrétion peut être diffërente de celle observée chez le poisson, 

tout comme peuvent l'être le(s) rôle(s) de l'hormone (révisé par Barlet et al., 1998). 

A date, deux homologues de la STC ont été clonds chez les mammifères: ( i )  la STC 1, 

humaine et murine, est une protéine de 247 résidus d'acide aminds, qui presente 56- 

66% d'identité avec la STC de poisson et est capable de stimuler la réabsorption de Pi 

par les reins de rat (Chang et al., 1995; Chang et al., 1 996; Olsen et al., 1996); (ii) la 

STC2, clonée à parti. d'une librairie:de ADNc d'ostéossarcorne humain, possède 302 

résidus d'acide aminés et 34% d'identité avec STC et STCl (Ishibashi et al., 1998). 

Le milieu de culture des cellules CHO transfectées avec STC2 est capable d'inhiber 

l'activité du promoteur du CO-transporteur NaPi-3, ce qui suggère l'inhibition de 

l'expression de ce transporteur au niveau de la transcription; k STC2 inhibe aussi la 

réabsorption de Pi par les cellules OK, après deux joun d'incubation, ce qui suggère 

une réduction de la transcription du CO-transporteur NaPi-4 (Ishibashi et a!., 1998). 



Bien que les 

connues, ces 

fonctions de la STCl et de la STC2 soient loin d'être totaiement 

données préliminaires indiquent que la STCl aurait A peu pds les 

mêmes fonctions de la STC des poissons, dans le sens d'inhiber l'absorption de Ca et 

de stimuler la rdabsorption de Pi; par contre, ces résuhats impliquent la STC2 dans 

une fonction opposée, c'est-à-dire, capable de diminuer la réabsorption de Pi, au 

moins au niveau des reins. Le patron d'expression de la STCl a de la STC2 chez les 

d e r e s  est t d s  large: la STCl est exprimée dans divers tissus humains, en 

particulier les reins, la prostate, les ovaires et la thyroïde (Chang et al., 1995); la 

STC2 est aussi largement exprimée, surtout au niveau des muscles, du cœur, du foie, 

de l'intestin grêle, des testicules, des ovaire et de l'os (Ishibashi et al., 1998). 

En tenant compte des résultats ci-dessus, I'hypothèse que la STCZ soit la 

phosphatonine mérite d'être examinée. Dans ce sens, Ishibashi et collaborateurs 

(1998) ont vérifié l'expression des ARNm de STC2 chez les souris Hyp. Ils ont 

rapporté un déclin de l'expression de STCZ dans la majorité des organes Hyp, un 

résultat surprenant B première vue, si nous considérons l'hypothèse que, chez les Hyp, 

l'hypophosphatérnie est causée par un excès de STC2. Cependant, il est possible que 

les niveaux de STC2 circulant soient élevés chez ces souris, due à l'absence de Phex, 

malgré la baisse généralisée de la transcription de son géne. 

6.2) NEP 

6.2.1) Sites d'expression physiologique 

Malgré la démonstration antérieure de la prdsence de NEP dans plusieurs 

tissus et types cellulaires (voir section A. 1.2.1.3 et le tableau I), il manquait dans la 

littérature un aperçu général de la distribution des ARNm de NEP parmi les multiples 

organes du corps. Nous avons fou& le portrait de cette distribution dans une coupe 

sagittale de souris P4 (chapitre 4 de cette thèse, figure IA). Nous pouvons y 

remarquer l'expression majoritaire de NEP au niveau de la rétine, du cervelet, des 

glandes sous-maxillaires, du thymus, de la moelle osseuse, de la rate et des reins. 

Cette expression est aussi relativement abondante au niveau du cerveau, des poumons 

et des os. 



6.23) La NEP dans les os 

Nous avons démontré la prdsence des ARNm et de la proteine NEP dans les 

os par hybridation in situ, immunohistochimie et Western blot, en utilisant 

respect ivement une sonde d' ARNc et un anticorps monoclonal très spécifique. Nos 

résultats demontrent NEP dans toutes les cellules de la lignée ostéoblastique, depuis 

le stade des précurseurs jusqu'aux osteocytes. De plus, nous montrons que les 

niveaux de NEP dans 1'0s déchent avec l'âge, ce qui suggère une corrélation entre sa 

présence et la croissance osseuse. 

6.23) Substrats peptidiques présents dans l'os 

Le métabolisme des ostéoblastes et des ostéoclastes depend des hormones et 

des facteurs peptidiques locaux de l'environnement osseux. La présence de NEP au 

niveau de cellules ostéoblastiques suggère l'hypothèse de la participation de cette 

enzyme dans le contrôle de la demi-vie d'un ou de plusieurs de ces facteurs. La liste 

de peptides présent dans l'os est bien longue et comprend, parmi d'autres, la 

substance P, les enképhalines, la calcitonine, la PTH, le PTHrP, le a-CGRP, I'OGP, 

etc. La substance P et les enképhalines dtant des substrats bien dtablis de NEP, nous 

avons testé la capacité de cette enzyme d'hydrolyser, in vitro, d'autres peptides de 

cette liste. Quelques hormones et peptides osthgéniques synthétiques, dont le 

PTHrPIJ4, l'ostéostatine (PTHrPio7.139), I'OGP, la calcitonine, le a-CGRP et le 

PTHlew ont été testés comme substrats. Nos résultats ont démontré qu'à l'exception 

de PTHIJ4, tous les autres peptides sont des substrats de NEP in vitro. De plus, suite 

à l'analyse des sites de coupure, nous avons suggéré que, sauf en ce qui concerne 

l'ostéostatine, I'hydrolyse de ces peptides par NEP détruit totalement leur activité 

biologique au niveau des os (voir discussion du quatrième chapitre de cette thèse). 

Le rôle de NEP dans l'os n'est pas encore clair, mais nos résultats suggèrent 

qu'elle est impliquée dans le processus d'ostéogenèse à plusieurs niveaux 

Premièrement, nous proposons qu'elle fonctionne comme un modulateur de la 

prolifération euou de la différentiation des cellules de la lignée ostéoblastique. Cette 

hypothèse est soutenue par le fait que NEP soit exprimée dans toutes les cellules de 

cette lignée, y compris les précurseurs potentiels, et par la démonstration de sa 



capacitd d'inactiver I'OGP, le PTHrPiJ4 et le a-CGRP. L'OGP est un petit peptide de 

14 résidus d'acides amines, produit via la traduction alternative de 1'ARNm de 

l'histone H4 (Bab et a1.,1992; Bab et al., 1999). capable de promouvoir la 

prolifëration et différentiation de plusieurs types cellulaires, y compris les stromales 

de la moeile osseuse et les ostéoblastiques, stimulant ainsi l'ostéogen6se et 

l'hdmatopo~èse (Bab, 1995). Le PTHrPi.34 présente toutes les propriétés du PTHrPl. 

36, la forme amino-terminal active de la molécule de PTHrP, sécrétée 

physiologiquement. Il est capable de se lier au récepteur de PTH/PTWrP et de 

stimuler la prolifération des cellules ostéoblastiques (Rouffet et Barlett, 1 995). 

Finalement, le a-CGRP, exprimé par les ostéoblastes et aussi relâché par les 

terminaisons nerveuses associées aux vaisseaux du périoste, a aussi été impliqué dans 

la prolifération et différent iation des ostéoblastes (Bemard et Chung, 1990). Par 

conséquent, en abolissant l'activité biologique de l'OGP, le PTHrPl-3~ et le a-CGRP, 

NEP modulerait la prolifération et la différentiation des cellules de la lignée 

ostéo blast ique. 

Le deuxième niveau d'action de NEP dans le tissu osseux serait la modulation 

de la résorption osseuse, via le contrôle de la biodisponibilité de calcitonine et 

d'ostéostatine, deux peptides capables d'inhiber l'activité des ostéoclastes (Fenton et 

al., 1994; Comish et al., 1997; Chambers et Moore, 1 983). La présence ou absence de 

NEP dans les ostéoclastes reste a être investiguée. Cependant, les altérations subies 

par les ostéoblastes finissent, indirectement, pour modifier l'action des ostéoclastes. 

Finalement, l'expression de NEP par les ostéocytes implique un troisième niveau 

d'action, via la rdgulation de peptides produits par ou agissant sur les ostéocytes, 

comme le PTHrPi.u, et  associé.^ au maintien de l'intégrité de la matrice 

extracellulaire osseuse (Aarden et al., 1994). 

6.3) NLl 

NLI est une nouvelle protéine de la fàmille de la NEP, possédant, selon ce 

qu'indiquent nos résultats préliminaires, l'ensemble de ses caractéristiques 

structurelles (conservation des résidus importantes pour le repliement, la 

conformation du site actif, la catalyse et la glycosylation) et fonctionnelles (activité 



enzymatique). Elie est maintenant la protéine connue la plus similaire ii NEP, 

partageant 55% d'identité et 70% de similitude. Cependant, N L I  est sécrétée plutôt 

que membranaire, ce qui la rend unique et dlargit la perception actuelle de cette 

famille. Maigre l'indication d'une distribution trés rtpandue obtenue par RT-PCR. les 

expériences de Northem blot et d'hybridation in situ ont identifié les cellules 

germinales du testicule de la souris adulte comme le site prddorninant de son 

expression. Cela suggère que NL1 poiarat intervenir dans un phénomène lié à la 

fertilité comme, par exemple, la spermatogenése ou k réaction acrosomique. 

Ma participation dans cette étude va depuis l'élaboration, la mise au point, et 

la réalisation de la stratégie de RT-PCR en utilisant les oligonucléotides dégénérés, 

jusqu'au diagnostique de la découverte d'une nouvelle protéine de cette famille. Ce 

diagnostique a été porté après l'obtention et 'le clonage de multiples fragments 

d'ADNc d'environ 300 pb, contenant le site actif de l'enzyme, suivi de séquençage 

qui a permit d'identifier la nouvelle protéine. Les oligonuciéotides dégénérés utilisés 

ont été dessinés à partir des régions de séquence hautement conservées parmi les 

membres de la famille de NEP. En obtenant ce nouveau ffagment d'ADNc , nous 

avons prouvé que la stratégie conçue pour découvrir d'autres participants de cette 

famille fonctionnait et pouvait être utilisée avec des ARNm provenant d'autres tissus, 

y compris d'os. Nous avons réalisé encore des études extensives d'hybridation in situ 

en utilisant des coupes de souris post-natales et adultes, pour démontrer sa 

distribution cellulaire ultra-spécifique au niveau des spermatides ronds et allongés du 

testicule de souris adulte. 

6.4) Perspectives d'études futures 

Les sections qui suivent ne rapportent que les directives générales de quelques 

études qui pourront être entreprises. 

6.5.1) PHEX 

a) Recherche d'un substrat, d'abord in vitro, en utilisant l'enzyme purifiée, les 

peptides présents dans l'os et l'analyse par HPLC. La spécificité d'une éventuelle 

hydrolyse serait mise à i'épreuve par l'utilisation des multiples inhibiteurs de 



protéases connus. Une dtape postérieure serait la détermination d'un inhibiteur 

spécifique de PHEX. 

b) Vérification de l'expression de PHEX par les autres cellules du micro- 

environnement osseux (ostéoclastes, cellules stromales), en utilisant des cultures de 

ces lignées cellulaires et les techniques de PCR ou d'ISH pour la détermination des 

ARNm, ainsi que les immunoblots ou I'immunohistochimie pour la protéine. 

6.4.2) NEP 

Vérification des répercussions d'une inhibition de NEP au niveau de la 

biologie du tissu osseux, en utilisant des cellules ostéoblastiques en culture et un 

inhibiteur très spécifique pour cette enzyme, comme le thiorphan. Le taux de 

différenciation cellulaire, de déposition de matrice extracellulaire et de format ion des 

nodules de minéralisation seraient des paramètres à évaluer. 

6.4.3) Recherche d'autres membm de la famille de Ia NEP dans l'os 

En utilisant les oligonucléotides dégénérés obtenus a partir des régions 

d'intense homologie de séquence parmi les membres connus de la famille de la NEP, 

ainsi que la stratégie de RT-PCR conçue et déjà testée lors de la découverte de NLI, 

nous pouvons vérifier l'existence d'autres peptidases dans le tissu osseux. L'existence 

d'une enzyme encore non identifiée, portant des propriétés catalytiques semblables à 

NEP dans ce tissu a été suggéré par les études avec les ostéoblastes Hyp (Lajeunesse 

et Delalandre, 1998; Dubois et Lajeunesse, 1999). La source dYARN pourrait être le 

tissu osseux directement ou des lignées des cellules osseuses en culture. 

6.5) Conclusion 

Nos travaux ont démontré la présence de deux endopeptidases, PHEX et NEP, 

dans le tissu osseux. En tenant compte de la fonction des peptidases dans d'autres 

tissus (c'est-à-dire, l'inactivation des peptides bioactifs proche de leur récepteur ou 

I'act ivat ion d'un précurseur peptidique), la vérification des peptides présents dans 

l'os comme leurs substrats potentiels s'avérait fondamental. Nous avons testé 



quelques uns de ces peptides comme substrafs Cventuels de NEP. Plusieurs sont 

hydrolysés in vitro (I'OGP, le PTHrPiJc le PTHrPlo7-i39, le a-CGRP et la 

calcitonine) et attendent la confhnation in vivo. 

La comparaison de l'expression de NEP et de PHEX au niveau de k lignée 

ostéoblastique est trts intéressante. Pendant que NEP est présente dans toutes les 

cellules de cette lignée, depuis les précurseurs jusqu'awc cellules matures, PHEX est 

expiimde seulement par des ostéoblastes et ostéocytes, les cellules le plus 

différenciées. Cela suggère que ces peptidases participent des phénomènes 

physiologiques différents, via l'hydrolyse de substrats diffërents. 

L'omniprésence de NEP dans la lignée ostéoblastique suggère une 

participation de cette peptidase dans la prolifération et/ou differenciat ion de ces 

cellules. Un rôle semblable de NEP a déjà etè ddcrit pour l'épithélium des voies 

respiratoires et aussi au niveau de la prostate (Shipp et al., 1991 ; Sunday et al., 1992; 

Papandreou et al., 1 998), Ion de sa participation dans fa dégradation des peptides 

apparentés à la Bombesine (BLPs). La capacité de NEP d'hydrolyser I'OGP, le 

PTHrPi.3~ et le a-CGRP soutien cette hypothèse. 

Les ostéoblastes, ostéocytes et odontoblastes sont les cellules capables de 

déposer la matrice extracellulaùe et/ou de la minéraliser, étant ainsi responsables du 

maintien de son intégrité. Phex est exprimde seulement par ces cellules et est aussi 

bien visible au niveau des leur prolongements cytoplasmiques qui parcourent cette 

matrice. Cela suggére une codlation intime entre Phex et la matrice osseuse. La 

nature de cette corrdlation devra attendre l'identification du ou des substrats 

physiologiques de Phex. 
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