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Résumé :

L’acrodysostose est une pathologie rare se manifestant par une chondrodysplasie sévere
associant principalement une petite taille et des anomalies des extrémités et de la face. Les
mécanismes moléculaires sous-jacents a cette maladie ont récemment été identifiés, et deux types
d’acrodysostose sont maintenant individualisés: 1) I'acrodysostose avec résistance hormonale
(acroR1a), en lien avec des mutations du gene PRKAR1A, codant pour une sous-unité régulatrice de
la protéine kinase A et 2) I'acrodysostose « sans » résistance hormonale (acroPDE), en lien avec des
mutations du gene PDE4D, codant pour la phosphodiestérase 4D. Dans les deux cas, il existe une
altération de la voie de signalisation de I’AMPc entrainant une résistance au PTHrp a l'origine du
phénotype osseux des patients, similaire a celui observé dans la pseudo-hypoparathyroidie de type
la (PHP 1a) due a des mutations inactivatrices du géne GNAS, codant pour la protéine Gsa. Je me
suis intéressée dans ce travail de these aux mécanismes cellulaires a 'origine du phénotype de
I’acroPDE et pouvant expliquer ses différences phénotypiques avec I'acroR1a et la PHP1a. Ces trois
pathologies offrent un outil précieux pour I'étude de la voie de signalisation des récepteurs couplés
aux protéines G puisqu’elles sont toutes dues a un défaut génétique altérant cette voie, mais
s’exprimant cliniquement de facon différente bien que proche, notamment en ce qui concerne les
résistances hormonales autres que celle du PTHrp dans les chondrocytes.

Dans la premiére partie, afin de mettre en évidence une spécificité tissulaire pouvant expliquer
les différences d’expression phénotypique de ces mutations, j'ai utilisé deux modeles cellulaires
humains, des fibroblastes de peau et la lignée cellulaire HEK293, et étudié indirectement le réle de la
PDE4 en observant les effets de son inhibition sélective par du rolipram a différentes étapes de la
voie de signalisation (production d’AMPc, phosphorylation de CREB et activité transcriptionnelle par
rapporteur CRE-luciférase), apres stimulation par deux agonistes, la PTH et la PGE2. Les résultats
indiquent que I'impact du rolipram (donc de I'inhibition de la PDE4) est d’autant plus important que
la stimulation par I'agoniste est faible. La modulation du signal par la PDE4 dépend donc a la fois du
type cellulaire et de I'intensité initiale du stimulus par I'agoniste.

Dans la seconde partie, pour comparer plus directement I'effet des mutations de ces trois genes
au niveau cellulaire (notamment PDE4D), j'ai réalisé une étude détaillée du phénotype des
fibroblastes de témoins (n=3) et de patients atteints de PHP1a (n=3), d’acroR1a (n=3) et d’acroPDE
(n=2), la encore a différentes étapes de la voie de signalisation, aprés stimulation par deux agonistes,
la PTH et la PGE2, et en présence ou non d’inhibiteur des phosphodiestérases. Il n’existe pas de
différence significative dans I'expression des transcrits ou la traduction des protéines impliquées
dans la voie de signalisation (Gs, sous-unités de la PKA, CREB, PDE4) dans les différents groupes de
fibroblastes. En revanche, I'effet de I'inhibition des PDE4 sur la quantité d’AMPc intracellulaire (basal
et aprés stimulation) est plus important dans les fibroblastes mutés PDE4D, allant dans le sens de
mutations activatrices. Nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence significative dans la
phosphorylation de CREB dans ce modéle.

éme

Et enfin, dans la 3" partie, je présente la mise au point d’une technique de BRET permettant
I’étude fonctionnelle des différentes mutations de PDE4D connues pour étre responsables
d’acroPDE. Les résultats sont en faveur d’un caractére activateur des mutations de PDE4D a |'origine
d’une dégradation plus rapide d’AMPc aboutissant a une diminution de I'activité PKA.

En conclusion, les différents résultats concordent a montrer que les mutations de PDE4D sont
activatrices, augmentant ainsi la dégradation de I’AMPc ce qui serait a I'origine des résistances

hormonales. Ce phénomeéne est d’autant plus important dans les situations ou l'augmentation
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d’AMPc est modeste, expliquant probablement I'absence de résistance hormonale dans certains
tissus. Bien s(r, ces résultats sont a pondérer par le fait qu’il existe de nombreuses autres
phosphodiestérases pouvant compenser ces phénomenes, qu’il existe une troisieme voie
d’utilisation de ’AMPc (Epac), et qu’il faudrait poursuivre les investigations notamment en étudiant
attentivement les phénomeéenes de compartimentalisation de la cellule en micro-domaines pour bien
élucider ces mécanismes.

Mots-clés : Acrodysostose — PDE4D — PRKAR1A — pseudo-hypoparathyroidie — GNAS — AMP cyclique
— compartimentalisation cellulaire — résistance hormonale
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On connaitra bien qu’il est malaisé,

En ne travaillant que sur les ouvrages d’autrui,
De faire des choses fort accomplies.

René Descartes (1596-1650)

It’s a new dawn, it's a new day, it's a new life, for me
And I'm feeling good.
Nina Simone (1965)
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Abréviations

Ac : anticorps

AC : adénylcyclase

ADN : acide désoxyribonucléique

ADP : adénosine diphosphate

AKAP : A Kinase Anchoring Proteins

AKIP : A kinase interacting protein

AMP(c) : adénosine monophosphate
(cyclique)

ARN : acide ribonucléique

ATP : adénosine triphosphate

BRET : bioluminescence resonance energy
transfer

CHO : chinese hamster ovary cells

CNDB : cyclic nucleotide binding domain
CRE : cAMP responsive element

(P)CREB : CRE binding protein (phosphorylé)
DAG : di-acyl glycerol

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO : dimethyl sulfoxyde

EIA : enzymo-immunologic assay

EPAC : exchange proteins directly activated by
cAMP

ERK : extracellular signal-regulated kinase
FRET : Fluorescence Resonance Energy
Transfer

GAP : protéines Ras-GTPase-activating

GDP : guanosine diphosphate

GEF : facteurs d’échange de guanine

Gsa : sous-unité alpha régulatrice de la

protéine G

GTP : guanosine triphosphate

HEK293 : human embryonic kidney (293) cells
HRP : horseradish peroxydase

IBMX : isobutyl-1-methylxanthine

IP3 : inositol triphosphate

iPPSD : inactivating PTH/PTHrp signalling
disorders

OHA : ostéodystrophie héréditaire d’Albright
PBC : phospho-binding cassette

PBS : tampon phosphate salin

PDE : phosphodiestérase

PGE2 : prostaglandine E2

PHP : pseudo-hypoparathyroidie

PKA : protéine kinase A

PKAC : sous-unité catalytique de la PKA

PKC : protéine kinase C

PKI : protein kinase inhibitor

PPNAD : primary pigmented nodular adreno-
cortical disease

PRKAR1A/2A/1B/2B : sous-unité régulatrice
1A/2A/1B/2B de la PKA

PTH(rp) : parathormone (related-peptide)
PTHR1 : récepteur a la PTH/PTHrp

RCPG : récepteur couplé a une protéine G
RT-PCRq : réaction de polymérisation en
chaine quantitative en temps réel

SDS : sodium dodecyl sulfate

TSH : hormone thyréotrope

UCR : Upstream Conserved Region
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Apreés liaison de 1'agoniste, de multiples récepteurs sont couplés par la protéine Gsa a
I'activation de l'adénylcyclase qui produit I'AMPc activant la Protéine kinase A (PKA), et
permettre la libération de ses sous-unités catalytiques. La signalisation par ces récepteurs
couplés a Gsa (RCPG), essentielle en physiologie et pharmacologie, est altérée dans de
nombreuses pathologies. Je me suis intéressée dans ce travail de thése aux mécanismes
cellulaires pouvant expliquer les différences phénotypiques de trois maladies monogéniques
touchant cette voie de signalisation de 'AMP cyclique : la pseudo-hypoparathyroidie de type 1a
(mutation du locus GNAS), I'acrodysostose avec résistance hormonale, nommée ci-apres acroR1a
(mutation du gene PRKARI1A) et 'acrodysostose sans résistance hormonale, nommée ci-aprés
acroPDE (mutation du géne PDE4D).

Avant l'ére de la biologie moléculaire, ces trois pathologies, de par leurs similarités
cliniques et biologiques, ont souvent été comparées, apparentées, voire regroupées sous des
termes tels que acrodysostose, acrodysplasie, pseudo-hypoparathyroidie, ostéodystrophie
d’Albright... Ce n’est qu’au fur et a mesure des découvertes génétiques que la différenciation
actuelle de ces différentes entités cliniques a pu se faire. Dans les trois cas, il existe une
altération de la voie de signalisation de '’AMP cyclique entrainant une résistance au PTHrp
(parathormone related-peptide) a l'origine du phénotype osseux des patients. Ces trois
pathologies offrent un outil précieux pour I'étude de la voie de signalisation des récepteurs
couplés aux protéines G puisqu’elles sont toutes dues a un défaut génétique altérant cette voie,
mais s’exprimant cliniquement de fagon différente bien que proche, notamment en ce qui
concerne les résistances hormonales autres que celle du PTHrp dans les chondrocytes.

Nous allons dans un premier temps de cette introduction décrire phénotypiquement et
génotypiquement ces trois pathologies par ordre chronologique de découverte, puis dans un
second temps dresser un état des lieux des connaissances sur la voie de signalisation de 'AMP

cyclique.
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1. PATHOLOGIES DE LA SIGNALISATION DE
L’AMP CYCLIQUE

1.1 PSEUDOHYPOPARATHYROIDIE

1.1.1 Classification historique des pseudohypoparathyroidies

C’est en 1942 que F. Albright décrit sous le terme de « pseudohypoparathyroidie » une
pathologie correspondant a la résistance rénale a la parathormone (1). Le terme regroupe un
ensemble de maladies diagnostiquées devant une hypocalcémie et une hyperphosphatémie,
comme dans les hypoparathyroidies, mais avec un taux de parathormone (PTH) normal voir
élevé signant non pas un défaut de production de PTH mais une résistance a cette derniére.

Dans les années 1960, de nombreux travaux sur la signalisation cellulaire ont permis de
mettre en évidence le role des récepteurs membranaires couplés aux protéines G, dont
I'activation entraine la sécrétion d’AMP cyclique (cf. chapitre 2.1), et notamment du PTHR1, le
récepteur a la PTH et au PTHrp. La résistance a l'action de la PTH est démontrée in vivo par
I'absence de réponse a l'injection de PTH exogene (test a la PTH) avec absence d’élévation de la
phosphaturie (2). L’étude concomitante au cours de ce test du taux d’AMPc urinaire permettait
avant la découverte des mécanismes moléculaires a 'origine de cette résistance hormonale, de
distinguer deux grands types de PHP :

- les PHP de type 1 dans lesquelles il existait de fagon concomitante a I'absence d’élévation
de la phosphaturie, une absence d’élévation de 'AMPc urinaire lors du test a la PTH, ou
bien une diminution de l'activité enzymatique de Gs dansles érythroblastes, ce qui
permettait de conclure a une anomalie de Gas (3-5).

- Les PHP de type 2 ou au contraire, I'injection de PTH exogéne élevait 'AMPc urinaire
sans élévation de phosphaturie, signalant que 'anomalie se situait en aval du complexe
PTHR1/protéine Gas (6).

La PHP de type 1a associe a la résistance a la PTH un ensemble de signes cliniques appelé
ostéodystrophie héréditaire d’Albright (OHA), caractérisée par des anomalies osseuses
(brachymétacarpie, brachymétatarsie, canal lombaire étroit), des ossifications ectopiques, un
visage rond, une obésité, un retard statural et un degré variable de retard mental (1). A la
résistance a la PTH, peuvent s’ajouter des résistances a des hormones dont le signal dépend de
Gas : hypothyroidie par résistance a la TSH (7), retard statural expliqué entre autre par une

résistance au GHRH (growth hormone releasing hormone) (8), résistance aux gonadotrophines
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(hormone folliculostimulante FSH et hormone lutéinisante LH) se manifestant notamment par
un décalage de I'dge au 1leres regles chez les filles et une cryptorchidie chez les garcons (9,
travail de mémoire non publié), résistance a I'’ACTH (hormone adrenocorticotrope), aux
catécholamines, a la calcitonine (10,11).. Les patients ayant une pseudo-pseudo-
hypoparathyroidie (pPHP), présentent les mémes signes physiques (OHA), la diminution de
I'activité biologique de la protéine G mais n’ont aucune anomalie endocrinienne. La PHP de type
1b se caractérise quant a elle uniquement par les résistances hormonales, sans OHA. Le tableau

1 résume les éléments de classification des PHP.

Résistance rénale Ostéodystrophie AMPc urinaire | Activité de Gsa dans
ala PTH héréditaire d’Albright | (testala PTH) les érythroblastes
PHP | la oui oui bas bas
type | 1b oui non bas normal
1 lc oui oui bas normal
PHP type 2 oui oui élevé normal

Tableau 1 : classification historique des pseudohypoparathyroidies

En réalité, cette séparation franche des tableaux cliniques des PHP est a 'heure actuelle

remise en question, comme nous le détaillerons plus loin.

1.1.2 Génétique des pseudo-hypoparathyroidies

Les travaux réalisés dans les années 80 ont permis d’identifier un réle de I'activité de Gsa
dans le développement des PHP (4,5,12,13). C’'est en 1990 que Weinstein et al identifient des
mutations hétérozygotes, inactivatrices (perte de fonction) de la séquence codante de GNAS
comme la cause de la PHP 1A (14,15). GNAS est un locus complexe localisé en 20q13-3 soumis a
empreinte parentale dans certains tissus et codant pour plusieurs transcrits dont celui de la
sous-unité a stimulatrice de la protéine G, composé de 13 exons (16).

Ces mutations, a l'origine d’'une haplo-insuffisance fonctionnelle de Gsa, entrainent une
diminution de l'activation de I'adénylate cyclase a l'origine d’'une diminution de la réponse
cellulaire au stimulus hormonal par défaut de stimulation de la PKA (17-20). L'empreinte
parentale joue un réle primordial dans I'expression phénotypique de la maladie (21). En effet,
chez 1'animal, comme chez 1'homme, la transmission maternelle de la maladie est associée a
I'apparition de résistances hormonales, en particulier a la PTH et a la TSH. A l'inverse, la
transmission paternelle ne s’accompagne pas de résistances hormonales (22). Ce phénoméne
s’explique par le fait que GNAS n'a pas une expression biallélique ubiquitaire (23). En effet, dans

certains tissus, son expression est soumise a l'empreinte parentale, en l'occurrence paternelle,
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avec par conséquent une expression majoritaire ou exclusive de l'allele maternel. Il a été montré
que c'était le cas dans le tubule proximal rénal, la thyroide, I'hypophyse et partiellement dans les
gonades, expliquant la présence de résistance hormonale quand la mutation est héritée de la
mere (PHP IA) et leur absence quand elle 'est du pere (pPHP) (7). Ces phénomenes de
résistance hormonale apparaissent le plus souvent dans I’enfance, et on explique leur absence
en période néonatale par le fait que I'établissement du phénoméne d’empreinte est décalé dans
les premiers mois de vie (24).

La PHP 1b, que je ne détaillerais pas dans ce travail, est quant a elle en lien avec des
épimutations du locus GNAS, ce dernier ayant plusieurs transcrits alternatifs dont l'expression
est soumise a empreinte parentale. Les modifications de méthylation au niveau des promoteurs
de ces différents transcrits sont a l'origine d’'une modification de leur expression tissulaire, en
premier lieu de celle du transcrit de Gsa et donc de I'activité enzymatique de Gsa (25-27).

Enfin, 'hétéroplasie osseuse progressive (HOP), se manifestant par des ossifications plus ou
moins étendues des tissus mous avec ou sans OHA, a elle aussi été reliée a3 des mutations
inactivatrices de GNAS héritées du pére (28).

Le tableau 2 reprend cette classification génotypique.

Conséquences tissulaires
Défaut moléculaire Os, cartilage, tissu Tubule proximal rénal, thyroide,
adipeux, +/- cerveau gonades, hypophyse
Mutation sur la Haplo-insuffisance de | Diminution d’activité Gso =
PHP 1a séquence codante de Gso = résistance a la PTH, a la TSH, au
I’allele maternel de ostéodystrophie GHRH, a la calcitonine, a
GNAS d’Albright I’adrénaline...
Mutation sur la Haplo-insuffisance
séquence codante de fonctionnelle de Gsa. Pas de conséquence (alléle
Pseudo PHP | . , . ., .
I’allele paternel de => ostéodystrophie maternel exprimé exclusivement)
GNAS d’Albright
Hétéroplasi Mutati 1
cteroplasie ,u ation sut fa Haplo-insuffisance de , .
osseuse séquence codante de . . Pas de conséquence (alléle
) s s Gsa = ossification du ., .
progressive | I’alléle paternel de fissu conionctif maternel exprimé exclusivement)
u
(HOP) GNAS !
Pas ou peu de Diminution d’activité Gsa. =
. . u peu .
PHP 1b Epimutation du locus ] p résistance a la PTH, a la TSH, au
GNAS COMSCQUENCE | GHRH, 4 la calcitonine, 4
moléculaire et clinique .
I’adrénaline...

Tableau 2 : correspondance génotype/phénotype des différents types de PHP

Jusqu'a présent il n'a pas été prouvé d'empreinte parentale de GNAS dans le tissu adipeux (a
I'exception du tissu adipeux brun néonatal (29)) et l'os, et son expression serait biallélique dans

ces tissus, mais les différences phénotypiques entre la PHP 1a et la pPHP pourraient faire
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envisager cette hypothese : en effet, 'ostéodystrophie d'Albright et la surcharge pondérale
semblent plus prononcées dans le premier cas ce qui ne concorde pas bien avec simplement une
conséquence de I'haplo-insuffisance. Une publication récente a d’ailleurs montré que
I'inactivation de Gsa dans les cellules mésoblastiques précurseurs des ostéoblastes, communes
aux adipocytes, entrainent une différenciation préférentielle vers le tissu adipeux plutét que
vers l'os (29).

Alors qu’initialement, on distinguait clairement le phénotype des PHP 1b de celui des PHP
la de part I'absence de dysplasie osseuse, de plus en plus d’observations relatent des signes
modérés d’'OHA dans la PHP 1b, argument supplémentaire pour une empreinte parentale de Gs

dans I'os (30-33).

1.2 ACRODYSOSTOSE

1.2.1 Description clinique historique

L’acrodysostose (OMIM101800), est une maladie dont le tableau est proche de la PHP 1a,
avec une incidence plus faible que cette derniére, et décrite de fagon exhaustive dans les années
1970 et 80. Elle se manifeste par une dysplasie osseuse sévere comportant un retard statural,
une dysostose périphérique avec brachydactylie majeure touchant les métacarpes, les
métatarses et les phalanges des pieds et des mains (et de fagon plus général des épiphyses en
cOne), une dysostose faciale avec hypoplasie du massif moyen, un canal lombaire étroit, et une
avance de maturation osseuse. Le tableau clinique étant celui d’'une dysplasie osseuse proche de
I’'OHA associée ou non a des résistances hormonales (notamment a la PTH et a la TSH), les deux
pathologies ont souvent été assimilées (34,35), mais l'existence de variations dans la
présentation radiologique (36), la normalité de l'activité de Gsa dans les érythroblastes des
patients (36,37) et le mode de transmission autosomique dominant (38-40) ont longtemps fait

se questionner les équipes sur un étiologie autre que des mutations de GNAS.

1.2.2 Génétique

Le défaut génétique a finalement été découvert par notre équipe en 2011 : nous avons mis
en évidence chez trois patients présentant une acrodysostose avec résistance hormonale une
mutation récurrente hétérozygote dans la séquence codante du gene de la sous-unité régulatrice
Rla (PRKAR1A) de la protéine kinase A (41) (article en annexe 1, p.162). Des mutations
inactivatrices hétérozygotes de cette protéine sont depuis plusieurs années connues pour étre

responsable du complexe de Carney, associant une suractivité endocrinienne, des myxomes et
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une pigmentation tachetée de la peau (42). En effet, comme détaillé plus loin, a I'état basal, la
PKA est un hétérotétramere composé de 2 sous-unités régulatrices séquestrant 2 sous-unités
catalytiques. La fixation d’AMPc sur les régulatrices permet la libération des catalytiques et le
début de leur action de phosphorylation. A I'inverse des mutations responsables du complexe de
Carney, la mutation récurrente R368X, a l'origine d’'un codon stop et donc d’'une protéine
tronquée, identifiée dans l'acrodysostose, entraine une diminution de 'affinité de PRKAR1A a
I’AMPc et donc du clivage des régulatrices et des catalytiques aboutissant a une perte de fonction
de la PKA (41,43,44). Par la suite, d’autres mutations ont été mises en évidence, comme nous le
verrons par la suite (p.37-39) (45-50).

La découverte de mutations de PRKARIA a l'origine de certaines acrodysostoses a relancé
les recherches génétiques chez les patients qui ne présentaient pas de mutations de GNAS. Deux
études ont ainsi mis en évidence chez des patients présentant cliniquement une acrodysostose
des mutations hétérozygotes du gene de la phosphodiestérase 4D (PDE4D), enzyme spécifique
de la dégradation de 'AMPc. Ces travaux étaient des études d’exome et les polymorphismes
retrouvés dans la séquence de PDE4D en ont rapidement fait un gene candidat puisque cette
protéine est impliquée dans la voie de la PKA et que des mutations du gene d'une autre
phosphodiestérase, la PDE11A, avaient déja été identifiées comme étant responsable de la
PPNAD (hyperplasie micronodulaire pigmentée primaire de la surrénale), une pathologie
d’activation endocrinienne autonome voisine du complexe de Carney (51). L’hypothése la plus
vraisemblable, sans qu'il n'y ait pour le moment de preuve formelle, est que ce soit des
mutations activatrices, a l'origine d’'une augmentation de I'activité PDE et donc une diminution
du taux d’AMPc intra-cellulaire.

Au total, on distingue maintenant deux syndromes (cf. article de revue en annexe 2 -
p.172) : 'acrodysostose avec résistance hormonale, ou de type 1, par mutations activatrices de
PRKAR1IA (OMIM#101800) et I'acrodysostose sans résistance hormonale, ou de type 2, par
mutations de PDE4D (OMIM#614613). Elles font partie de la nouvelle classification des
pathologies de résistance a la PTH et au PTHrp, dont nous parlerons plus loin, respectivement
sous les termes iPPSD4 et iPPSD5 (52).

Encore plus récemment, des mutations du géne de la PDE4A3 ont été impliqués dans le
syndrome brachydactylie avec hypertension familiale autosomique dominante (53-55). En effet,
alors que le bras court du chromosome 12 avait été incriminé dans ce syndrome depuis plus de
10 ans par des études de liaison (56), une étude de « whole-genome sequencing » dans une
famille consanguine turque a identifié une mutation hétérozygote de PDE3A. Le séquencgage de
PDE3A chez 48 patients atteints du syndrome a confirmé cette découverte en retrouvant 6
mutations faux-sens hétérozygotes regroupés en cluster dans 'exon 4 de PDE3A. Les résidus

impliqués (445, 447 et 449) appartiennent tous a un domaine trés conservé (55).
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1.2.3 Modeéle murin

Notre équipe a étudié, en collaboration avec C. Chaussain, un modéle de souris avec knock-
in de la protéine PRKAR1A mutée (mutation récurrente R368X de la publication princeps). Nous
avons notamment réalisé chez ces souris une analyse poussée de leur phénotype osseux
(morphométrie, marquage du squelette entier, immunohistochimie, micro-tomographie in vivo),
une exploration biochimique et hormonale de leur métabolisme phosphocalcique (57).

Nous avons retrouvé la chondrodysplasie observée dans I'acrodysostose avec des individus
hétérozygotes plus petits et avec une queue et des extrémités plus courtes que les souris non
mutées. Il existe chez les souris mutées un retard a la minéralisation du cartilage de croissance
avec une ossification endochondrale retardée, une diminution de la minéralisation osseuse et
une altération de I'organisation architecturale de la plaque de croissance, avec notamment des
cellules chondrocytaires en prolifération plus nombreuses mais réparties de facon anarchique.
Comme dans la pathologie humaine, les taux de PTH et d’AMPc urinaires sont plus élevés chez
les souris mutées, allant dans le sens d’une résistance rénale a la PTH. Dans le rein, mais pas
dans l'os ni le foie, la sous-unité catalytique est moins exprimée que chez les témoins. En
revanche, il n'y a pas, ni dans le rein, le foie ou l'os, de différence dans I’expression des sous-
unités régulatrices PRKAR2A et PRKAR2B.

Les résultats complets sont exposés dans l'article « Knock-in of the recurrent R368X
mutation of PRKARIA that represses cAMP-dependent protein kinase A activation : a model of

type 1 acrodysostosis » présenté en annexe 3 de ce travail (p.180).

1.3 COMPARAISON DES PHENOTYPES

1.3.1 Phénotype osseux

L’ostéodystrophie héréditaire d’Albright se définit de la fagon suivante: petite taille,
anomalies des extrémités (membres courts, brachymétacarpie), visage lunaire, obésité,
ossifications ectopiques et retard mental. La dysplasie osseuse de l'acrodysostose, avec retard
statural, brachydactylie majeure, hypoplasie du massif moyen de la face, et canal lombaire étroit,
est phénotypiquement proche de cette derniere, mais suffisamment différente pour que les
différentes équipes qui s’y sont intéressées depuis 40 ans les distinguent. Dans les deux cas, il
semble que le phénotype osseux des patients soit en lien avec une résistance osseuse au PTHrp
(parathormone related-peptide). En effet, I'activation du PTHR1 par le PTHrp entraine une
inhibition de la différenciation terminale des chondrocytes de la plaque de croissance (58), etil a

été montré que 'activation de Gsa régule la prolifération et la différenciation du cartilage in vivo
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(59); l'inhibition de cette voie de signalisation est donc logiquement a 'origine d’'une fermeture
précoce du cartilage de croissance. La brachydactylie, les épiphyses en cOnes, ou en V
correspondent ainsi a la fusion prématurée de certaines épiphyses (métacarpes, tibia), comme
en témoigne I'avance de maturation osseuse fréquemment observée chez les malades.

Une vision simplifiée de la corrélation entre génotype et phénotype est que la dysplasie
osseuse est plus sévére dans l'acrodysostose que dans 'OHA avec une brachydactylie plus
prononcée dans l'acrodysostose, et plutot une brachymétacarpie des [Veme et Veme rayons
dans I'OHA (correspondant dans tous les cas a une brachydactylie de type E selon la
classification de Temtamy et McKusick (60)). La dysostose faciale est également plus marquée
dans l'acrodysostose avec une franche hypoplasie du massif moyen, certaines publications
suggérant également que cette derniére serait encore plus sévére dans les mutations de PDE4D
que dans celles de PRKARIA. Enfin, on retrouve plus de complications neurologiques
secondaires a la dysplasie osseuse de l'acrodysostose (compression médullaire sur canal
lombaire étroit, craniosténose...)(36,61). En fait, le séquencage systématique depuis quelques
années de PRKARIA et PDE4D chez des patients présentant des phénotypes d’OHA, ou
d’acrodysostose entraine un chevauchement des phénotypes entre génotypes. Ainsi, on a
retrouvé une mutation de PRKARIA chez un patient présentant exclusivement une
brachydactylie isolée sans mutation de GNAS ou de PTHLH (49), et respectivement 5 et 4
mutations de PDE4D et PRKAR1A chez 28 patients avec PHP 1a et 53 avec AHO sans mutation ni
épimutation de GNAS (50). Enfin, chez 4 patientes présentant une acroscyphodysplasie, a savoir
I'association d’'une brachydactylie et d’'une scyphodéformation du genou correspondant en fait a
une épiphyse en cone (OMIM250215), 2 mutations GNAS et 3 mutations PDE4D ont été mises en
évidence (62).

Au total, comme illustré dans la figure 1 et le tableau 3, il est finalement assez difficile de
distinguer les patients avec mutations PDE4D et PRKARIA par leur seul phénotype osseux, qui
est en revanche clairement individualisable de 'OHA. Le fait que ces trois maladies partagent la
résistance chondrocytaire au PTHrp explique les similarités cliniques et en particulier les

épiphyses en cones et I'avance de maturation osseuse.
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Figure 1 : radiographies de la main de patients.
(A) PHP 1a (mutations de GNAS)

(B) acrodysostose par mutation de PRKARIA
(C) acrodysostose par mutation de PDE4D

1.3.2 Résistances hormonales

Par définition, la PHP 1a associe a 'OHA des résistances hormonales, en premier lieu celle
du tubule proximal rénal a la PTH, a l'origine d’'une hypocalcémie avec hyperphosphatémie a
PTH élevée. C’est par ce trait phénotypique qu’'on a initialement distingué les deux types
d’acrodysostose, les opposant méme sémantiquement entre acrodysostose avec et sans
résistance hormonale, respectivement pour les mutations PRKAR1A et PDE4D (45,48).

Effectivement, comme illustré dans le tableau 2, il est clair que les patients avec mutations
PRKARI1A présentent le plus souvent des résistances a la PTH et a la TSH principalement (mais
également aux gonadotrophines, a la calcitonine et a 'adrénaline, comme les patients avec PHP
1a), alors que c’est beaucoup moins fréquemment le cas chez les patients avec des mutations
PDE4D. Néanmoins, les publications se succédant et relatant finalement des résistances
hormonales biologiques chez ces derniers, il est compliqué a I'heure actuelle d’étre aussi
catégorique sur une telle dichotomie des phénotypes. Ceci étant dit, il reste tout a fait logique
devant un patient avec acrodysostose sans résistance a la PTH et a la TSH de séquencer en
premier lieu PDE4D.

Dans une publication récente, les 5 patients mutés PDE4D sont blonds ou roux, avec les yeux

bleus (63), pouvant suggérer une anomalie dans la transduction du signal de la mélanocortine.
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1.3.3 Autres

Les descriptions historiques de la PHP 1a et de I'acrodysostose font état d’'un retard mental
chez la majorité des patients. La classification génotypique des malades tend a faire penser a
I'heure actuelle qu’il n’y a en fait d’atteinte cognitive que dans la PHP 1a et dans I'acrodysostose
par mutations PDE4D, sans qu'une explication physiopathologique ait été avancée. On peut
néanmoins certainement incriminer les ossifications ectopiques intracérébrales dans le premier
cas. En ce qui concerne les mutations PDE4D, les phosphodiestérases sont largement pointées du
doigt dans les pathologies psychiatriques.

On retrouve dans certaines publications I'évocation d’atteintes cutanées, recoupant celles
que 'on peut retrouver dans certaines autres pathologies de la signalisation de ’AMPc. En effet,
dans une cohorte de 16 patients, la moitié présente des taches cutanées (48) de facon similaire a
ce qu'on observe dans le syndrome de McCune Albright, correspondant a des mutations

activatrices de Gsa exprimées en mosaique (64) ou dans le complexe de Carney.
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Clinique

Résistances

- hormonales
Reférence Avance age Hypoplasie Peau et Retard
Petite taille < e p Brachydactylie \ PTH TSH
0SSeux faciale phaneres mental
PRKAR1A 5/5 2/2 0/5 5/5 nd 0/5 5/5 3/5
Michot (45)
PDE4D 4/4 4/4 4/4 4/4 nd 4/4 1/4 0/4
PRKAR1A 2/2 nd 2/2 2/2 nd 2/2 nd 1/2
Lee (46)
PDE4D 2/3 nd 3/3 3/3 nd 2/3 nd 1/3
PRKAR1A 14/14 12/14 14/14 14/14 Taches 7/14 0/14 14/14 12/14
Linglart (48)
PDE4D 2/2 2/2 2/2 2/2 Taches 1/2 2/2 0/2 0/2
Lynch (65) PDE4D nd 2/8 8/8 7/8 nd 8/8 0/8 0/8
Muhn (49) PRKAR1A 6/7 nd 2/7 7/7 nd 1/7 2/3 2/3
Lindstrand (63)  PDE4D 2/5 nd 5/5 5/5 Blond/roux 5/5 nd 2/5 0/5
Yeux bleus 5/5
Kaname (66) PDE4D 4/7 nd 7/7 7/7 nd 6/7 0/7 0/7
PRKAR1A 3/4 nd 3/4 3/4 3/4 3/4 3/4
Elli (50)
PDE4D 5/10 nd 5/10 7/10 8/10 2/10 5/10
Mitsui (62) PDE4D 1/3 nd 3/3 3/3 nd 2/3 1/3 0/3
PRKAR1A 30/32 14/16 21/32 31/32 / 6/32 24/26 21/25
TOTAL
PDE4D 20/34 8/14 37/42 38/42 / 32/37 6/39 6/42

Tableau 1 : description phénotypique des cas d’acrodysostose génotypés dans la littérature




Emmanuelle MOTTE-SIGNORET — Thése de Doctorat - 2016

1.4 NOUVELLE CLASSIFICATION

Au total, les trois groupes de patients partagent une résistance osseuse au PTHrp, a laquelle
peuvent s’associer d’autres résistances aux hormones de la voie RCPG, une atteinte cognitive et
des taches cutanées. Cette hétérogénéité phénotypique est finalement peu étonnante de part le
caractére extrémement ubiquitaire de la voie de signalisation touchée. Les mécanismes de
régulation et de compensation font vraisemblablement légion (expression, épissage,
compartimentalisation de la cellule en microdomaines...) et les conséquences de I'une ou l'autre
des mutations sont certainement tissus-spécifiques (tout comme I'expression de certaines sous-
unités, de certaines PDE, 'empreinte parentale de GNAS...).

Afin d’homogénéiser les pratiques, il a tres récemment été décidé par un consortium
européen réunissant les spécialistes de ces pathologies d’en faire une nouvelle classification (52)
et de les dénommer a présent iPPSD pour « inactivating PTH/PTHrp signalling disorders ». Les
criteres majeurs et mineurs de diagnostic sont détaillés dans le tableau 4. Le diagnostic d'iPPSD
requiert la présence d’au moins un critére majeur (nécessaire et suffisant pour la résistance a la
PTH et les ossifications ectopiques). Si ce critere majeur est la brachydactylie type E, il faut la

présence d’'un autre critére majeur ou de deux criteres mineurs.

Critéres majeurs Critéres mineurs

Résist 5 1a PTH Résistance a la TSH
ésistance a la
Autres résistances hormonales (RCPG)

. : Retard psychomoteur
Ossifications ectopiques , ,
Retard de croissance pré ou post-natal

Obésité

Brachydactyli
rachydactylie Hypoplasie nasale/maxillaire et/ou visage rond

Tableau 4 : criteres diagnostiques d'iPPSD

La figure 2 schématise cette nouvelle classification :

- iPPSD1 : mutations inactivatrices de PTHR1

- iPPSD2: mutations inactivatrices de GNAS (PHP 1a, pPHP, hétéroplasie osseuse
progressive (POH)

- iPPSD3: épimutations de GNAS (PHP 1b)

- iPPSD4 : acrodysostose par mutation de PRKAR1A

- iPPSD5 : acrodysostose par mutation de PDE4D

- iPPSD6 : HTA autosomique dominante avec brachydactylie (mutation PDE3A)

- iPPSDx: anomalie de signalisation de la PTH ou du PTHrp sans anomalie moléculaire

mise en évidence
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- iPPSDn+1 : prochaine anomalie moléculaire identifiée comme responsable d’anomalie de

signalisation de la PTH ou du PTHrp

Hyperparathyroidie
Hypercalcémie maligne
Hypoparathyroidie Mutations inactivatrices
Brachydactylie type E GNAS = PHP 1a
Mutations inactivatrices de PTHR1 : (mutation PTHLH) .
- homozygote = Epimutations GNAS iPPSD3
s - Chondroplasie de Blomstrand - =PHP 1b
SUL | . syndrome de Eiken PTH / PTHrp

- hétérozygote = maladie de Ollier

Mutations activatrices de PTHR1 :
- hétérozygote = chondroplasie
métaphysaire de Jansen

3 R 4 2 Acrodysostose type 1 Acrodysostose type 2 || uta + brachvdactylie
iPPSDx Déficit moléculaire inconnu = mutation PRKARIA = mutation PDEAD i e PyDEBAY

| iPPSDn+1 | Nouveau déficit moléculaire iPPSD5 W

Figure 2 : schématisation de la nouvelle classification des pathologies de résistance a la PTH et au PTHrp
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2. VOIE DE SIGNALISATION

2.1 RECEPTEURS COUPLES AUX PROTEINES G

2.1.1 Généralités

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) sont une famille de récepteurs, qui comme
leur nom l'indique, sont associés a des protéines hétérotrimériques liant le GTP (guanosine
triphosphate). Actuellement, plus de 800 RCPG différents ont été identifiés, classés en cing
grandes familles : rhodopsine, sécrétine, adhésion, glutamate, frizzled/taste (67). Ceci permet
d’assurer une large reconnaissance de signaux variés qu'ils soient exogénes (odeurs, lumiére,
molécules du goiit) ou endogénes (hormones et neurotransmetteurs). En effet, en fonction du
couple agoniste/récepteur et du type cellulaire, les protéines G activées engendrent un signal
intracellulaire permettant la génération d’'une réponse cellulaire appropriée.

Les RCPG partagent tous une structure commune de sept domaines transmembranaires
hydrophobes assez conservés entre les différentes familles, avec une extrémité amino-terminale
extracellulaire et une extrémité carboxy-terminale intracellulaire toutes deux beaucoup plus
spécifiques a chaque récepteur puisque permettant respectivement la liaison a I'agoniste et la
transduction du signal, via la protéine G (68).

Une protéine G comprend trois sous-unités Ga, G et Gy, la sous-unité Ga liant une molécule
de GDP (guanosine diphosphate) au niveau de son domaine GTPase. L’activation du récepteur
par son agoniste permet un couplage du récepteur a la protéine G, et un échange GDP/GTP au
niveau de Ga entrainant a son tour une dissociation du complexe hétérotrimérique, Ga-GTP se
désolidarisant du complexe G/Gy. Ga-GTP va alors pouvoir activer des effecteurs spécifiques,
jusqu’a la déphosphorylation du GTP en GDP, a l'origine de la recomposition du complexe Gafy
et de la fin de la transduction du signal. Il existe trois grands types de sous-unité a de la protéine
G (69,70):

- Gas et Gai, respectivement responsables d'une stimulation ou d’'une inhibition de
I'adénylate cyclase membranaire produisant 'adénosine 3’, 5’-monophosphate cyclique
(AMPc) a partir d’adénosine triphosphate (ATP).

- Gaq activant quant a elle la phospholipase Cf, clivant le phosphatidyl-inositol-4,5-
diphosphate en inositol-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG), seconds

messagers impliqués dans la voie de la Protéine Kinase C (PKC).
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2.1.2 Locus GNAS

La sous-unité a stimulatrice des protéines G est codée par le locus complexe GNAS, localisé
sur le bras long du chromosome 20 (16). Comme détaillé dans la figure 3, ce locus soumis a
empreinte parentale (21,26), peut générer plusieurs transcrits en fonction de I’exon 1 utilisé. Les
transcrits Gs et XLs, traduits en protéines, Gsa et XLsa, partagent les exons 2 a 13, et difféerent
par leur premier exon. XLsa, comme Gsa, est capable de coupler un récepteur activé a la

stimulation de I'adénylate cyclase (71,72).

Transcrit AS

Transcrit XL

> :
Transcrit/AB ———
—

Transcrit Gs

Alléle paternel MMM

— NESP

Alléle maternel MMM MMM MMM

2-13

Transcrit Gs h&—d
TIODSCHENES —

Figure 3 : locus GNAS, en 20q 13.3

Existence de 5 exons alternatifs d’'initiation de la transcription dont les 4 premiers sont localisés dans des
DMR (région différentiellement méthylée sur les deux alléles) : NESP, méthylé sur l'alléle paternel et
exprimé exclusivement par l'alléle maternel ; AS (antisens), XLs et A/B, méthylés sur I'alléele maternel et
exprimés exclusivement par 'allele paternel. Gsa (avec une transcription initiée sur I'exon 1) est quant a
lui exprimé de fagon biallélique, sauf dans certains tissus soumis a I'empreinte parentale.

Gsa a une expression biallélique dans la plupart des tissus, mais majoritairement maternelle
dans d’autres, notamment le tubule proximal rénal et certaines glandes. XLsa a une expression
exclusivement paternelle dans tous les tissus. Comme déja évoqué précédemment, des
mutations inactivatrices de I'alléle maternel de GNAS sont a l'origine de la PHP 1a, alors que des
mutations inactivatrices de l'allele paternel sont responsable de pPHP ou de HOP (18). Une
étude récente s’est intéressée aux conséquences de mutations dans 'exon 1 de Gsa (les autres
transcrits n’étant donc pas touchés, contrairement aux mutations des exons 2 a 13, les impactant

tous) : le tableau est celui d'une OHA similaire a celle observée pour les mutations des exons 2 a
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13, illustrant bien que les autres transcrits, y compris XLsa, ne peuvent compenser I'absence de
Gsa (73). Les épimutations du locus, entrainant des modifications de 'expression des transcrits
alternatifs au désavantage de celle de Gsa dans les tissus soumis a empreinte (notamment le
tubule proximal rénal), sont a 'origine de la PHP 1b (25).

Dans l'os, et donc dans le cartilage de croissance, I'expression de Gsa est supposée étre bi-
allélique, et c’est donc son haplo-insuffisance qui serait a 'origine de 'OHA (via une résistance
au PTHrp) présente dans la PHP1a et la pPHP mais pas dans la PHP 1b. En réalité, plusieurs
arguments vont a 'encontre de ce dogme. D’une part, d’'un point de vue clinique, de plus en plus
de publications signalent I'existence de formes modérées d’OHA dans la PHP 1b (30-32,74) et
I’'OHA semble plus sévere dans la PHP 1a que dans la pPHP. D’autre part, Gsa serait impliqué
dans la régulation de la différenciation des cellules progénitrices mésenchymateuses en
ostéoblastes et adipocytes (29,75-77) et il a déja été publié que l'expression de Gsa n’est pas
strictement bi-allélique dans les progéniteurs osseux (78), expliquant a la fois le phénotype

osseuse et 'obésité fréquemment observés dans les iPPSD.

2.1.3 PTHR1 et ses ligands, PTH et PTHrp

Le PTHR1 est un récepteur membranaire faisant partie de la famille des récepteurs couplés
aux protéines G a sept domaines transmembranaires. Il est exprimé principalement dans l'os, le
cartilage et le rein, mais également dans les endothélium vasculaires et de nombreux tissus en
cours de développement (79).

Ses deux ligands sont la parathormone (PTH) et le parathormone-related-peptide (PTHrp),
deux peptides de respectivement 84 et 141 acides aminés, partageant une similitude de
séquence dans leur extrémité N-terminale de 34 résidus permettant leur couplage au récepteur
(figure 4) (80).

La PTH est une hormone peptidique hyper-calcémiante et hypo-phosphatémiante sécrétée
par les glandes parathyroides en réponse a une levée d’inhibition du récepteur sensible au
calcium, le CaSR (récepteur a sept domaines transmembranaires couplé a une protéine Gal1l),
suite a une hypocalcémie. Dans le tubule distal rénal, elle augmente la réabsorption tubulaire du
calcium. Dans le tubule rénal proximal, elle diminue la réabsorption tubulaire des phosphates et
active I'expression de la la hydroxylase, I'enzyme responsable de l'activation de la 25(0H)-
vitamine D en calcitriol (1,25(0H);-vitamine D). A concentrations physiologiques, et secrétée
sous forme pulsatile (environ un pic toutes les 7 a 10 minutes), la PTH est anabolisante (elle

favorise la minéralisation de I'0s). Secrétée en excés, elle favorise la résorption ostéoclastique.
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Liaison au site 1 de PTHR1
(extrémité N-terminale
extracellulaire)

Intéractions avec
d’autres peptides
que PTHR1

Nter | 114 | 1534 [ ] Cter

: Liaison au site 2 de PTHR1
( (hélices transmembranaires !

Figure 4 : schématisation des peptides PTH et PTHrp

Présence d’une extrémité commune N-terminale 1-34 permettant la reconnaissance du PTHR1 avec les 14
premiers résidus se liant au récepteur dans sa portion extracellulaire alors que les résidus 15 a 34 se lient
a sa portion intramembranaire. La portion C-terminale joue un réle dans la reconnaissance d’autres
protéines d’interaction (81).

Le PTHrp, sécrété par de nombreux tissus en développement, exerce quant a lui un effet
essentiellement paracrine sur l'os et le cartilage de croissance. Outre le role qu'il joue dans la
pathogénie des hypercalcémies humorales malignes, le PTHrp a des actions physiologiques
propres pendant la vie feetale et la croissance, en particulier pour la chondrogenése, en ayant un
role dans la différenciation et la prolifération des chondrocytes de la plaque de croissance
(58,82).

Plusieurs voies de signalisation cellulaire peuvent étre activées par la liaison de la PTH ou
du PTHrp au PTHR1. En premier lieu, le PTHR1 est couplé a une protéine Gs dont la sous-unité o
stimule 'adénylate cyclase et active la voie de signalisation AMPc/PKA que nous allons décrire
en détails plus loin. Mais il a également été montré que le PTHR1 peut aussi étre couplé a Gqa,
Gal2-13 ou a des B-arrestines et activer ainsi respectivement la voie de la PKC, de RhoA et de
ERK1-2 (81).

La régulation du signal engendré par la liaison du PTHR1 a I'un de ses ligands peut faire
intervenir des phénoménes de désensibilisation des récepteurs (par leur internalisation le plus
souvent), de rétrocontrole hormonal et de clairance des hormones, comme on le détaillera dans

le chapitre 2.6 (p.52).
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2.2 AMP CYCLIQUE

2.2.1 Bases biochimiques

L’adénosine 3’5" monophosphate cyclique (AMPc), second messager identifié en 1958 par
Sutherland et Rall (83,84), est un nucléotide cyclique de faible poids moléculaire, impliqué dans
un grand nombre de fonctions biologiques. Il se compose d'un résidu d’adénine, et d'un ribose
estérifié par un groupe phosphate.

Il est synthétisé a partir de I'adénosine triphosphate (ATP) par les adénylcyclases sous
I'action d’une protéine Gsa libérée apres activation d’'un RCPG (70,85) et dégradé en AMP par les

phosphodiestérases (84) (figure 5).

NH.
/1\ N
0 5 N7 N
. Adénylate k /J_\ S
HO_T_O_ cyclase NT TN
OH ’O le)
0=P—0O OH
ATP OH
o o
n n
Kinase / phosphatase O=E=0rf=0
O O
& PDE
I 4 y
O=P-—-0 H
I
o

ADP

OH OH

Figure 5 : représentation biochimique du cycle des molécules d’adénosine phosphate

Les AC membranaires sont codées par neuf genes. Elles se composent de deux domaines
transmembranaires (M1 et M2) et de deux domaines cytoplasmiques (C1 et C2). Une dixiéme
adénylate cyclase, soluble et cytosolique, a plus récemment été identifiée, et est codée par un
dixieme géne. Les AC peuvent étre stimulées par la forskoline et inhibées par certains analogues

de I'adénosine (3’AMP, 2’-deoxy-3’-AMP) (86).
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2.2.2 Cibles de 'AMPc

Aprés sa synthese a la membrane cellulaire, 'AMPc va avoir principalement 3 voies
d’utilisation en compétition que nous allons décrire en détails par la suite: activation de la
protéine kinase A, activation de la voie Epac/Rap/ERK, et dégradation par les
phosphodiestérases (87-89). Ces trois voies s’entrecroisent a de nombreux niveaux et se

régulent entre elles (figure 6).

Agoniste ¥,

e GPCR ‘
* % N\
* Kk kK
i via Epac AMPc
- via PDE
Rapl activation via PKA Dégradation en AMP

ERK1/2 MAKP

Elévation de PCREB
Transcription via
CRE

Figure 6 : voies d’utilisation de ’AMPc.

Apreés sa production par les adénylcyclases secondairement a la liaison d’'un agoniste et de son RCPG,
I’AMPc, en tant que 24 messager intracellulaire, va pouvoir activer la voie de la PKA, la voie EPAC ou étre
dégradé par les PDE. A noter que dans certaines cellules, notamment myocardiques, 'AMPc peut
également directement interagir avec des canaux calciques membranaires.

Il existe alors différents gradients des taux d’AMPc intracellulaires, avec une modulation de
I'amplitude, de la durée et de la localisation de ce second messager. Plusieurs phénomenes
concordent a un arrét du signal avec une diminution de la quantité d’AMPc: I'arrét de la
synthese d’AMPc (internalisation et/ou phosphorylation des récepteurs, découplage entre le
RCPG et la protéine G) et sa dégradation par les PDE.

Afin d’étudier au mieux les propriétés pharmacologiques des différents activateurs et
inhibiteurs de ces voies de signalisation, de nombreux analogues de '’ AMPc ont été synthétisés,
certains étant perméables aux membranes cellulaires. On peut citer notamment le 8-bromo-
AMPc, moins sensible aux PDE, le 8-piperidino-AMPc (8-PIP-AMPc) et le 8-aminihexylamino-
AMPc (8-AHA-AMPc) qui se lient respectivement et spécifiquement aux domaines A et B des
sous-unités régulatrices de la PKA, et les analogues de ’AMPc modifiés en 2’-OH qui activent

spécifiquement Epac (90).
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2.3 PROTEINE KINASE A

Les génes codant pour des protéines kinases représentent 2% du génome humain. Toutes
ces enzymes partagent un noyau catalytique trés conservé (91). La protéine kinase AMPc-
dépendante, ou PKA, est la premiére a avoir été cristallisée (92). Elle avait été identifié en 1968,
comme étant la cible principale de 'AMPc (93).

A T'état basal, la PKA est un hétérotétramere composé de 2 sous-unités régulatrices
séquestrant 2 sous-unités catalytiques. Divers travaux depuis plus de trente ans, en grande
majorité par I'équipe de Susan Taylor, utilisant des techniques de cristallographie, de résonance
magnétique nucléaire, de fluorescence et de spectrométrie de masse, nous permettent d’avoir
une vision de plus en plus claire des mécanismes dynamiques a 'origine de la régulation de cette

signalisation apres augmentation des taux intracellulaires d’AMPc (88,94-98).

2.3.1 Description

2.3.1.1 Sous-unités catalytiques

Il existe deux isoformes de sous-unité catalytique: Ca qui est ubiquitaire et CB. Cette
protéine de 40 kDa se compose d’'un noyau catalytique type serine/thréonine kinase tres
conservé flanqué de résidus spécifiques a la PKA, I'extrémité N-terminale (39 acides aminés)
permettant le rapprochement du substrat vers le noyau catalytique et 'extrémité C-terminale
(50 acides aminés) permettant la liaison aux protéines partenaires et la reconnaissance du
substrat (figure 7).

Le noyau catalytique se compose d’'un petit lobe en N terminal, riche en feuillets 8, tres
mobile, avec un site de liaison a I’ATP au sein d’'une poche hydrophobe et d’'un grand lobe en C
terminal, majoritairement composé d’hélices a, trés stable et porteur des structures de
positionnement de I'atome de phosphore (boucle riche en glycine, boucle d’activation). Ces deux
lobes sont séparés par une fente porteuse du site catalytique a proprement parler dans laquelle
le substrat (avec un site consensus Arg/Lys-Arg-X-Ser/Thr-résidu hydrophobe) et un complexe
Mg-ATP sont rapprochés (92,95,99,100).

Plusieurs variants d’épissage existent au niveau de l'extrémité N-terminale, permettant
probablement a chacun une localisation variable des sous-unités catalytiques dans des
microdomaines cellulaires (101).

Deux sites de phosphorylation ont été identifiés dans ces sous-unités (102,103):

- le premier en position Ser338, dans l'extrémité C-terminale, avec une auto-

phosphorylation en cis, par le site catalytique de cette méme sous-unité lui-méme, et qui

intervient alors que la sous-unité catalytique est encore en cours de synthese dans le
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ribosome, sans laquelle la suite de la traduction est bloquée et qui confére une forme
active d’emblée a I'enzyme

- le second au niveau de Thr197, au sein de la boucle d’activation catalytique, avec une
phosphorylation en trans par une autre sous-unité catalytique de la PKA, également

indispensable pour I'activité catalytique de la PKA.

== Thr197

s Ser338
D

| [ V' \
| ‘
'40 129 "300 350 O ,'

O \ Grand lobe >} @) -

Figure 7 : sous-unité catalytique de la PKA.

Protéine composée de 350 acides aminés, avec un petit lobe constitué des résidus 40 a 128 et d'un grand
lobe constitué des résidus 129 a 350. L'extrémité N terminale (rond vert) permet le rapprochement entre
le substrat et le noyau catalytique, tandis que l'extrémité C terminale (rond violet) permet la
reconnaissance du substrat. A noter le positionnement des deux résidus soumis a phosphorylation :
Thr197 dans le grand lobe et Ser 338 dans I'extrémité C terminale. Le noyau catalytique se situe dans une
poche formée dans l'espace entre les deux lobes. Sur la droite, schématisation de la conformation
tridimensionnelle de la protéine.

La sous-unité catalytique sous forme active agit selon un cycle d’ouverture et de fermeture
de la fente située entre les deux lobes: c’est dans cette derniere que, dans le site catalytique,
viennent se rencontrer le substrat protéique a phosphoryler en sérine/thréonine, I'atome de
phosphore sur le noyau de 'adénosine. Ces différentes conformations ouvertes et fermées de la

sous-unité ont été mises en évidence par cristallographie (94,95,99,104).

2.3.1.2 Sous-unités régulatrices

Il existe quatre isoformes de sous-unités régulatrices, de 50-57 kDa: R1la et R2a qui sont
ubiquitaires tandis que R1[3 et R2f3 sont tissus spécifiques (respectivement dans le cerveau et les
testicules, et les surrénales et le tissu adipeux) (105), aucune n’étant redondante (106,107). Les
sous-unités R1 sont beaucoup plus affines a 'AMPc (108).

Elles se composent (100,109-111) (figure 8):

- d'un domaine de dimérisation/ancrage (DD pour dimerization/docking) en région N-

terminale servant a la fois a la dimérisation entre deux sous-unités régulatrices et a la
fixation aux AKAP (A Kinase Anchor Protein) permettant comme on le détaillera plus

loin de fixer la PKA dans des gros complexes protéiques variants selon les domaines
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cellulaires

- d’une région de liaison porteuse du site inhibiteur consistant en un pseudo substrat de la
sous-unité catalytique et sensible aux protéases

- puis de deux sites de liaisons a 'AMPcen région C-terminale: les domaines A et B,
hautement conservés, associant un feuillet B (contenant une Phospho-Binding Cassette,

PBC) et une hélice a.

N | | 1 C

I 45 1123 LT 379

A -
~ | ;Ul - | P Y
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Figure 8 : sous-unité régulatrice de la PKA.

En haut, schématisation en 2D avec de gauche a droite, I'extrémité N terminale, le domaine de
dimérisation DD permettant la liaison aux AKAP, le site auto-inhibiteur IS agissant comme pseudo
substrat des sous-unités catalytiques, les domaines A et B de liaison a ’'AMPC contenant tous deux une
PBC) et I'extrémité C terminale. En bas, schématisation en 3D sous forme de homodimeére lié a une AKAP.

2.3.1.3 Conformation tétramérique et cycle activation/désactivation

A T'état basal, en I'absence d’AMPc, la protéine kinase A est un tétramére trés stable, avec
une grande surface d’interaction entre sous-unité (3-4000 A) due & un étirement maximal de
chaque sous-unité régulatrice pour englober une sous-unité catalytique. Ainsi, le domaine A
recouvre le grand lobe, le domaine B le petit lobe, tandis que le site inhibiteur bloque le site
catalytique. Les sous-unités catalytiques sont ainsi séquestrées a l'état actif, c’est a dire déja
phosphorylées par de 'ATP, et prétes a phosphoryler a leur tour un substrat a leur libération
(98,100). Apres stimulation par un agoniste et libération d’AMPc dans la cellule, ce dernier va

d’abord se lier au domaine B entrainant un 1e¢r changement conformationnel de la sous-unité
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régulatrice permettant la libération du domaine A, auquel peut ainsi également se lier 'AMPc. Il
existe alors un 2¢me changement conformationnel entrainant la dissociation et la libération des
sous-unités catalytiques. Les sous-unités régulatrices sont a ce moment-la sous forme
compactée, compartimentalisées a distance des sous-unités catalytiques par les AKAP.
Secondairement a la diminution de la concentration intra-cellulaire d’AMPc, les domaines A et B
sont libérés, amenant au ré-étirement des sous-unités régulatrices qui peuvent a nouveau se

fixer aux catalytiques et reconformer ainsi le tétramere inactivé (figure 9).

Figure 9 : cycle de la protéine kinase A.

(1) Liaison de 'AMPc (étoile noire) aux domaines B des sous-unités régulatrices de la PKA. (2)
Changement conformationnel avec libération des domaines A sur lesquels peut se fixer 'AMPc. (3)
Nouveau changement conformationnel avec étirement des sous-unités régulatrices et dissociation de la
région auto-inhibitrice (losange bleu) du site catalytique. (4) Dissociation entre les sous-unités
régulatrices dans une forme compactée et des sous-unités catalytiques. (5) Séquestration des sous-unités
régulatrices par les AKAP (rectangle turquoise accroché au domaine de dimérisation) tant que la
concentration d’AMPc est suffisante. (6) Avec la décroissance des taux d’AMPc, ré-étirement des sous-
unités régulatrices qui se relient aux sous-unités catalytiques sous la forme de I'holoenzyme PKA
tétramérique.

2.3.1.4 Cibles de phosphorylation

On distingue couramment deux types d’action distincts de la PKA :

¢ la phosphorylation directe de nombreuses protéines, membranaires, cytosoliques ou
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détaillerons plus loin, la PKA phosphoryle et active notamment la PDE4D, entrainant par
conséquent une auto-régulation via une diminution des taux d’AMPc intracellulaires
(112)

e Tactivation transcriptionnelle secondaire a la phosphorylation en Ser133 de la protéine
CREB (cAMP-responsive element binding protein), un facteur de transcription a domaine
bZIP se liant sur 1‘ADN a des éléments CRE, des palindromes de 8 paires de bases
«TGACGTCA» tres conservés (113) entrainant ainsi la transcription de génes via le
recrutement du complexe RNA polymérase Il (114,115) puis la synthése de protéines

spécifiques.

2.3.2 Compartimentalisation cellulaire

2.3.2.1 « Cycle » intra-extra nucléaire

Comme vu précédemment, lors de l'augmentation des taux intracellulaires d’AMPc,
I'holoenzyme PKA cytosolique se dissocie, libérant les sous-unités catalytiques dans une forme
active, phosphorylant leurs cibles a la chaine selon un cycle régulier leur conférant le qualificatif
de « molecular switch » ou interrupteur moléculaire.

Ces sous-unités catalytiques peuvent soit rester dans le cytosol, et seront inactivées a la
décroissance des taux d’AMPc (entre autres sous l'action des phosphodiestérases) par la
reconformation du tétrameére (116), soit passer dans le noyau avec un passage facilité par des
AKIP (A kinase interacting protein) pour faciliter I'activation transcriptionnelle secondaire a la
phosphorylation de CREB (117). Dans cette deuxiéme situation, I'export nucléaire des sous-
unités catalytiques est favorisé par le PKI (protein kinase inhibitor) agissant également comme
un pseudo-substrat avec un motif de résidus Arg-Arg-Gly-Ala-Ile (92,118-120) (figure 10).

Des travaux récents mettant en évidence I'existence d’'une holoenzyme PKA intra-nucléaire
bouscule un peu le dogme du cycle nucléaire de la PKA, suggérant que ce pool intra-nucléaire

pourrait étre mobilisé rapidement pour activer la transcription de certains génes (121).
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Cytosol

Figure 10 : voie de signalisation RCPG-Gsa-AMPc-PKA.

(1) stimulation du RCPG par liaison d’'un agoniste. (2) Syntheése d’AMPc apres stimulation de I'adénylate
cyclase par Gsa. (3) Liaison de 'AMPc aux domaines B puis A des sous-unités régulatrices de la PKA avec
libération des sous-unités catalytiques. (4) Translocation intranucléaires des sous-unités catalytiques
favorisée par AKIP. (4") Dégradation de 'AMPc en AMP sous l'action des PDE, notamment PDE4D. (5)
Activation transcriptionnelle par CREB phosphorylé se liant sur 'ADN a CRE. (6) Rétrocontrole du signal
avec PKI inhibant le site catalytique et favorisant le clivage des sous-unités catalytiques dans le cytosol
avec reconformation de I'holoenzyme PKA inactive.

2.3.2.2 AKAP

Les AKAPs (A Kinase Anchoring Proteins) sont une famille d’'une cinquantaine de protéines
dont le role principal est de s’ancrer aux sous-unités régulatrices de la PKA afin de positionner
I'holoenzyme dans les compartiments cellulaires voulus. Elles assurent ainsi le contréle spatial
et temporel de la transduction du signal (122).

Les AKAPs possédent :

- un domaine conservé de liaison a la PKA, le AKB (A-kinase binding domain) interagissant
avec le domaine de dimérisation d'un homodimeére de sous-unités régulatrices (123-
125), en se logeant dans une hélice a amphipathique, a savoir possédant une face
hydrophile et un face hydrophobe (111,126)

- un domaine d’adressage spécifique leur permettant de se lier a des structures du
cytosquelette (actine, tubuline notamment) ou des organelles afin d’en rapprocher la

PKA (127).
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Les AKAPs peuvent également s’associer a d’autres kinases, des phosphatases, des
phosphodiestérases et Epac (128,129).

In fine, les AKAP créent des microdomaines en rapprochant la PKA de ses substrats et
interviennent dans l'arrét du signal en colocalisant la PKA et certaines PDE, Epac, des

adénylcyclases (87,122,127,130-132) (figure 11).

L-type Ca2-

receptor

Mitochondrion

Cytoskelon

Figure 11 : schématisation de microdomaines cellulaires créés par les AKAP, d’aprés Wong (127).

Les différentes AKAP colocalisent la PKA dans un domaine cellulaire avec ses substrats et d’autres
enzymes pouvant réguler le signal.

2.3.3 Mutations identifiées de PRKAR1A

L’article princeps de notre équipe, en collaboration avec E. Clauser, publiée dans le NEJM en
2011 (41) a décrit une mutation ponctuelle non-sens récurrente de PRKAR1A, remplagant en
position c.1102 une cytosine en thymine, a I'origine d’'une protéine tronquée avec remplacement
d’une arginine par un codon-stop en position 368 (mutation R368X). Cette mutation est localisée
dans le domaine B de fixation de 'AMPc, et la protéine tronquée perd son affinité pour ce
dernier. Comme expliqué précédemment, cette liaison de '’AMPc au domaine B est le phénomeéne
initiateur de la dissociation des sous-unités régulatrices et catalytiques de la PKA et dans cette

situation, il ne peut pas y avoir libération des sous-unités catalytiques. Il avait d’ailleurs déja été
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illustré que la tyrosine positionnée en 371 était primordiale a l'initiation des changements
conformationnels de la protéine PRKAR1A secondaire a la liaison de '’AMPc au domaine B

(figure 12), et cette derniére est absente dans la protéine tronquée (100).

Step 2
Hydrophobic capping of PBC-B
by Y371 and breaking of the

Glu261-Arg366 salt bridge

Tyr371
'~ 9
B Step 4
/ &) CAMP binds to Domain A and
N L hydrophobic capping of PBC-A
4 by W260
- ~,
Step 1 ' Step 3 Step 5
CAMP binds to Domain B Conformational change Dissociation and activation
of C subunit

Figure 12 : modélisation dynamique de PRKAR1A (100).

La liaison de 'AMPc au domaine B entraine la captation de sa PBC par Tyr371 a 'origine de la cassure d'un
pont entre Glu261 et Arg366 responsable d'un changement de la configuration 3D de la protéine avec
libération du domaine A sur lequel 'AMPc peut se fixer, entrainant alors un nouveau changement
conformationnel et la libération des sous-unités catalytiques.

L’étude fonctionnelle des conséquences de cette mutation a mis en évidence des
concentrations d’AMPc plasmatiques et urinaires plus élevées chez les patients que chez les
controles, une diminution de I'activité transcriptionnelle secondaire a une stimulation de la voie
RCPG/PKA dans les HEK293 transfectées avec un plasmide permettant l'expression de la
PRKAR1A mutée R368X, et une diminution de la dissociation des sous-unités régulatrices et
catalytiques étudiée par technique de bioluminescence en couplant les sous-unités régulatrices
et catalytiques a des fluorophores (technique de BRET détaillée dans le chapitre « Matériels et
Méthodes »). Par ailleurs, nous avons constaté que la protéine tronquée est exprimée en
quantité plus importante que la protéine sauvage dans les cellules des patients (quantification
par Western Blot) ce qui s’explique probablement par la dégradation plus rapide de la protéine
sauvage, plus fragile quand non incluse au sein de l'holoenzyme PKA. Il y a donc plus
d’holoenzyme contenant la protéine tronquée, expliquant ainsi I’effet dominant négatif de cette

mutation hétérozygote (41).
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Par la suite, d’autres publications ont suivies, la premiére ayant confirmé pour une nouvelle
mutation (p.T239A) le défaut fonctionnel que nous avions mis en évidence pour la mutation
p-R368X (47). 1l existe a I'heure actuelle 18 mutations ponctuelles de PRKARIA publiées
responsables d’acrodysostose (tableau 5), dont 13 dans le domaine B et 5 dans le domaine A de
liaison a 'AMPc. La séquence en acides aminés de la PRKAR1A est tres conservée entre les

especes, et toutes ces mutations affectent des acides aminés conservés.

Numéro Mutation (géne) Exon Mutation (protéine) Localisation Référence

1 c.524A>G 6 p-Tyr175Cys Domaine A Elli (50)

2 c.625A>G 7 p-Thr209Ala Domaine A Elli (50)

3 c.637G>A 7 p-Ala213Thr Domaine A Muhn (49)

4 c.679G>A 7 p-Asp227Asn Domaine A Muhn (49)

5 c.715A>G 8 p-Thr239Ala Domaine A Nagasaki (47)
6 c.806A>G 9 p-Asp268Gly Domaine B Elli (50)

7 c.854A>G 9 p-Gln285Arg Domaine B Linglart (48)
8 c.866G>A 9 p-Gly289Glu Domaine B Linglart (48)
9 c.879C>G 9 p-Phe293Leu Domaine B Elli (50)

10 ¢.980T>C 11 p-1le327Thr Domaine B Lee (46)

11 c.983C>T 11 p-Ala328Val Domaine B Linglart (48)
12 ¢.1003C>T 11 p-Arg335Cys Domaine B Muhn (49)
13 ¢.1004G>C 11 p-Arg335Pro Domaine B Lee (46)

14 ¢.1004G>T 11 p-Arg335Leu Domaine B Linglart (48)
15 ¢.1102C>T 11 p-Arg368X Domaine B Linglart (41)
16 c.1114C>T 11 p-Gln372X Domaine B Linglart (48)
17 ¢.1117T>C 11 p-Tyr373His Domaine B Michot (45)
18 c.1118A>G 11 p-Tyr373Cys Domaine B Muhn (49)

Tableau 5 : mutations publiées de PRKARIA responsables d’acrodysostose
L’équipe d’E. Clauser, en collaboration avec notre équipe, s’est intéressée a l'étude

fonctionnelle de huit mutations de PRKAR1A responsables d’acrodysostose, dont 2 localisées

dans le domaine A (A213T et Y175C) (43). L'activité transcriptionnelle induite par la PKA était
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réduite dans tous les cas. Les intéractions entre sous-unités n’étaient pas modifiées par les
mutations a I'état basal, en revanche la dissociation se faisait moins bien en présence de 8-
bromo-AMPc. De plus, en utilisant des analogues de 'AMPc spécifiques des domaines A et B
(respectivement 8-PIP-AMPc et 8-AHA-AMPc), il a été mis en évidence que ce défaut de
dissociation était spécifiquement en lien avec une altération de la liaison des sous-unités
régulatrices avec '’AMPc.

Rock et al ont également utilisé une technique de bioluminescence pour étudier les
intéractions entre les sous-unités régulatrices et catalytiques mais en les couplant a deux
fragments d'une luciférase, qui ne redevenait sensible a son substrat, la coelenterazine, que si les
deux fragments étaient suffisamment proches l'un de l'autre. Les résultats sont la-aussi en
faveur d’'une non-dissociation des sous-unités en situation basale et aprés stimulation de la voie

PKA par l'isoprotérénol (44).

2.4 PHOSPHODIESTERASES

2.4.1 Généralités

2.4.1.1 Classification

Une phosphodiestérase (PDE) est au sens large une enzyme hydrolysant les liaisons
phosphodiester, reliant des atomes de phosphore dans un groupement phosphate et deux autres
molécules via deux liaisons ester. Habituellement, le terme de PDE nomine spécifiquement les
phosphodiestérases de nucléotides cycliques, a savoir celles ayant pour substrats 'AMPc et le
GMPc.

Aprés avoir mis en évidence l'existence de I'’AMPc en 1958 (83), ce sont Butcher et
Sutherland qui les ont décrites en 1962 comme étant les enzymes responsables de I'hydrolyse de
I’AMPc et du GMPc en 5’-AMP et 5’-GMP, modulant ainsi 'amplitude, la durée et la localisation
des signaux de ces seconds messagers (84). Pendant deux décennies, les équipes de recherche
vont s’évertuer a faire une caractérisation biochimique précise de nombreuses
phosphodiestérases, les classant en fonction de leurs inhibiteurs, activateurs et ligands. La
théophylline a été le premier inhibiteur des phosphodiestérase (84), rapidement suivi par le 3-
isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), un autre analogue de la xanthine (133). C’est ensuite a partir
des années 1980 que le premier gene de phosphodiestérase a été cloné (134), puis que quatre
familles de phosphodiestérases ont été isolées (135), et qu’'on a commencé a les différencier en
fonction de leur affinité a '’AMPc (136-138).

Le génome humain code pour vingt-trois genes de phosphodiestérases répartis en onze
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familles, nommées PDE1 a PDE11, et différenciées en fonction de leur séquence protéique, leur
sélectivité au substrat (AMPc et/ou GMPc), et leur sensibilité aux différents inhibiteurs,
spécifiques (rolipram, sildénafil...) ou non (IBMX, théophylline...) (tableau 6). A chaque famille

correspondent plusieurs genes et a chaque gene plusieurs variants d’épissage (139,140).

nsibilité 2
Famille Geéne Locus Isoformes Substrats Se '5|b| e a Inhibiteurs
I'IBMX
PDE1A 2.12 Al, A2, A3
PDE1 PDE1B 12.12 AMPc et GMP_C Oui Vl.npoc.et‘lne
Ca++/calmoduline Nimodipine
PDE1IC 7.14
PDE2 PDE2A 11.10 Al, A2, A3 AMPc et GMPc Oui EHNA
PDE3A 12.12 Al, A2, A3 AMPc et GMPc ) Milrinone
PDE3 Oui . .
PDE3B 11.10 Cilostamide
PDE4A 19.10 Al => A5
PDE4B 1.11 B1 9 B3 Rolipram
PDE4 AMPc Oui Roflumilast
PDE4C 19.10 Apremilast
PDE4D 5.10 D1-> D9
Sildénafil et
PDES PDE4A 4.12 GMPc Oui apparentés
Dipyridamole
PDE6A 5.10
PDE6B 4.12
PDE6 PDE6C 10.11 GMPc Oui Dipyridamole
PDE6G 17.11
PDE6H 12.12
PDE7A 8.11 Al, A2
PDE7 AMPc Oui
PDE7B 6.12
PDESA 15.10 Al, A2
PDES8 AMPc Non
PDESB 5.10
PDE9 PDE9A 21.9 Al, A2 GMPc Non
PDE10 PDE10A 6.12 AMPc et GMPc Oui
PDE11 PDE11A 2.12 AMPc et GMPc Oui

Tableau 6 : classification des phosphodiestérases
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2.4.1.2 Structure générale

Les 11 familles de PDE partagent une organisation structurale commune, constituée d'un
domaine catalytique C-terminal hautement conservé (141,142) et d'un domaine régulateur N-
terminal plus spécifique (figure 13). Ces domaines régulent I'activité catalytique et la localisation
subcellulaire des PDEs de part l'existence de sites de liaison, de phosphorylation, de

dimérisation, ou d’adressage (143,144).

PKA, CaMK
PDE1A,B,C
Ca/CaM CaCaM
PDE2A — G QDD
PKA, PKB
PDES3A,B — T D O
e a ERK2
PDE4A’B’C’D arpeating UCR1 A1 UCR2 LA2
PDESA —%—.——-
PDE6A,B,C — - DD
PDE7A,B O
iy
PAS comain
PDE9A ~ D
REC
PDE10A —m—-
PDE11A GAF A GAFB

Figure 13 : schématisation des différentes phosphodiestérases, d’apres (145,146).

En vert, le noyau catalytique conservé.

2.4.1.3 Réles en pathologie humaine

Depuis plus de vingt ans, la littérature scientifique est prolifique en ce qui concerne I'étude
des PDE. En effet, leur réle dans le contrdle du signal cellulaire dans de nombreux domaines
physiopathologiques en fait des cibles thérapeutiques de choix. Leur participation dans le
cardiovasculaires (147-149), rhumatismales (150),

développement des pathologies
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pulmonaires (151-153) et psychiatriques (154-159) a largement été développée et nous ne
développerons pas ces aspects dans ce travail. Néanmoins, les nombreux travaux réalisés pour
mettre au point des inhibiteurs de ces PDE utilisables en thérapeutiques (a savoir les plus
sélectifs possibles afin d’éviter au maximum des effets secondaires souvent importants a cause
du caractere ubiquitaire de ces enzymes) sont autant de données permettant d’élucider petit a
petit la mécanistique de la compartimentalisation cellulaire du signal généré par la liaison de
I'agoniste a son récepteur (160). De la méme facon, les études structurales des PDE en
cristallographie, utilisant leurs intéractions avec agonistes et inhibiteurs sont d’excellents outils
pour mieux comprendre le fonctionnement en structures tertiaires et quaternaires de ces

enzymes (161,162).

2.4.2 La phosphodiestérase 4D

2.4.2.1 Structures et isoformes

La famille des PDE4 est la plus diverse et ubiquitaire dans l'espéce humaine. Elle se
caractérise par une sélectivité importante a 'AMP cyclique (Km = 1-3 pM) et une inhibition
sélective par le rolipram compétiteur direct de 'AMPc dans le domaine catalytique (163).

Quatre genes ont été clonés dans les chromosomes 19 (PDE4A et 4C), 1 (PDE4B), et 5
(PDE4D), avec 80% de similarité dans la séquence protéique et chacun caractérisé par leur
séquence N-terminale (164). Il existe de nombreux variants d’épissage pour chacun de ces génes
(165,166), avec une sensibilité a ’AMPc et une expression préférentielle en fonction des tissus
(161,167-170). L’étude par clonage bactérien des différentes isoformes a permis de les classer
en fonction de leur affinité aux substrats (I'’AMPc) et a I'ion Mg++ servant de cofacteur, aux
différents inhibiteurs et parallélement de distinguer les isoformes en fonction de I'existence ou
non de certains domaines UCR (Upstream Conserved Region) dans la région régulatrice N-
terminale (171). Ainsi on distingue les formes longues comprenant 2 domaines UCR (UCR1 et
UCR2), les formes courtes contenant uniquement UCR2 et les formes super-courtes ne
comportant qu'un UCR2 amputé de moitié. A noter qu'une isoforme dite « dead-short» a
également été décrite (PDE4A7), ne contenant ni UCR1, ni UCR2 et avec un domaine catalytique
tronqué donc inactif (172) (figure 14).

Les domaines UCR1 et UCR2 jouent un role régulateur dans I'affinité aux inhibiteurs et a
I’AMPc ainsi que dans la fonction catalytique des PDE4 comme nous le détaillerons plus loin
dans les chapitres traitant des modifications post-traductionnelles, de la dimérisation et de la
compartimentalisation cellulaire. En effet, la conformation tridimensionnelle des PDE est

extrémement plastique, pouvant libérer ou séquestrer différents domaines de liaison. Le
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caractére spécifique de l'extrémité N-terminale de chaque isoforme détermine quant a lui leur
localisation intracellulaire en servant de domaine de liaison a différentes protéines guide (AKAP,
beta-arrestine...). Enfin, I'’extrémité C-terminale comporte une région auto-inhibitrice,
maintenant 'enzyme dans une conformation inactive en bloquant le site catalytique en situation
basale (173).

Au total, la grande diversité de famille et d’isoformes de PDE, dont le réle principal est de
limiter la durée et 'amplitude du signal généré par '’AMPc, permet de créer différents gradients
intracellulaires d’AMPc, en fonction de I'affinité a ce dernier et de I'activité catalytique, les deux

étant finement régulés comme nous allons le détailler ci-apres.
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Figure 14 : schématisation du géne PDE4D (en haut) et des différentes isoformes (en bas).

L’extrémité N-terminale de la protéine est traduite a partir de I'exon 1 alternatif (en vert) ; les UCR1 (55
acides aminés) et UCR2 (97 acides aminés) correspondent respectivement a la traduction des exon 2, 3 et
4 (orange) et 6 et 7 (violet foncé) ou 7 uniquement pour les formes super-courtes (violet clair); les
régions de liaison (LR1, 33 acides aminés et LR2, 28 acides aminés) sont respectivement codées par 'exon
5 et 8 (noir et blanc) ; la région catalytique hautement conservée entre les PDE (approximativement 300
acides aminés) est codées par les exons 9 a 15 (bleu) ; enfin, la région C-terminale est codée par I'exon 16
(noir et blanc). Sont notées sur le c6té gauche les différents isoformes longues, courtes et super-courtes.
Les chiffres indiqués sous certains exons correspondent aux mutations identifiées dans I'acroPDE.
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2.4.2.2 Régulation de I'expression des PDE4

Le niveau d’expression des transcrits de différents génes de PDE est contrdlé par les taux
d’AMPc cellulaires, ce qui illustre un auto-rétrocontrole de la voie de signalisation. En effet, on
sait depuis la fin des années 1980 que la stimulation de RCPG (en 'occurrence par la FSH dans
des cellules de Sertoli) augmentent I'expression des transcrits de certaines PDE (137). Le lien
direct avec la voie de la PKA a été fait plus tard, quand des motifs CRE ont été mis en évidence
sur les promoteurs des génes de PDE4 (134)(174).

En réalité, cette régulation est plus complexe, puisqu’il a été montré plus récemment qu'une
augmentation d’AMPc avec activation de la voie PKA pouvait entrainer une répression de
I'expression de la PDE4A10 (175).

Ces données laissent supposer que les taux d’AMPc, en fonction de leur concentration et des
intéractions entre différents acteurs de la voie PKA au sein de microdomaines cellulaires,
peuvent augmenter ou diminuer I'expression de différentes isoformes de PDE, participant ainsi a
I'auto-régulation trés fine de la voie de signalisation. De plus, cette expression des PDE peut étre
modifiée en situation pathologique, comme c’est le cas dans 'hypertrophie myocardique (176).

En ce qui concerne plus précisément la PDE4D, 'expression est ubiquitaire, et notamment
importante dans les tissus qui nous intéressent dans l'acrodysostose, le rein (177), les glandes

endocrines (178) etl'os (179).

2.4.2.3 Modifications post-transcriptionnelles

Les relations entre les différents domaines en structure tridimensionnelles et donc les
modifications de l'activité de l'enzyme qui en découlent sont soumises a de nombreux

mécanismes post-transcriptionnels, en premier lieu des phosphorylations, rapportées dans la

figure 15 (180-183).

Site CDK5
Site Akt/PKB

Site SIK1 Site CaMKII
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Figure 15 : sites principaux de phosphorylation des PDE4D (nomenclature PDE4D3), d’apres Mika (183)
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Les formes longues de PDE4 présentent un site de phosphorylation (RRESF) pour la PKA
dans le domaine UCR1 (Ser54 dans la PDE4D3). La phosphorylation par la PKA au niveau de
Ser54 augmente l'activité catalytique de I'enzyme d’un facteur 2 a 6, ainsi que la sensibilité au
rolipram (167,181,184). Le mécanisme exact n’en est pas encore parfaitement élucidé mais il
semblerait que cette phosphorylation au sein d’'UCR1 leve un blocage constitutionnel en
situation basale du site catalytique par UCR2 (185). Ainsi, il existe un rétrocontrdle négatif du
signal engendré par la liaison de l'agoniste a son RCPG: alors que le taux d’AMPc cyclique
augmente dans la cellule, activant la PKA et en cascade 'activité transcriptionnelle recherchée, la
PKA phosphoryle et active également les formes longues de PDE4 (notamment PDE4D), qui vont
alors faire diminuer la concentration d’AMPc. Ce phénoméne se déroule dans des zones
compartimentées, ou les formes longues de PDE4 et la PKA sont regroupées autour de certaines
AKAP (129,186,187). Les formes courtes de PDE4 qui ne possédent pas ce site, ne sont pas
phosphorylées par la PKA, et donc ne sont pas soumises a ce rétrocontrole. Deux autres sites de
phosphorylation par la PKA ont été rapportés dans les formes longues de PDE4 : en position
Ser13, ou la également, la phosphorylation entraine une meilleure liaison a une AKAP (128), et
en position Ser42 de la PDE4D7, ou la phosphorylation existe a I'état basal et inhibe 'activité
catalytique (188).

Un autre site de phosphorylation décrit dans la littérature se positionne en Ser579, dans la
partie C-terminale commune a toutes les isoformes de PDE4 (a I'exception de PDE4A7). La
phosphorylation de ce résidu par Erk2 active les formes courtes et inhibe les formes longues
(112,189-191), a priori en stabilisant le blocage par UCR2 du domaine catalytique.

D’autres sites de phosphorylation, par d’autres kinases (Akt/PKB dans le muscle lisse
bronchique (192), CaMKII dans les cardiomyocytes (193), CDK5 (194), SIK1 dans les cellules
beta-pancréatiques (195)), ont été mis ponctuellement en évidence dans les PDE4D, et semblent
également pouvoir réguler leur activité catalytique.

Enfin, un site de SUMOylisation (un SUMO ou « small ubiquitin-related modifier » pouvant
se lier a un motif « AA hydrophobe/K/X/E») a été décrit dans le domaine catalytique,
protégeant de l'effet inhibiteur de la phosphorylation par Erk sur Ser579, et potentialisant I'effet
activation de celle de Ser54 par la PKA (196).

2.4.2.3 Dimérisation et régions régulatrices

Plusieurs approches permettent a I'heure actuelle d’affirmer que les formes longues de
PDE4 existent sous forme dimérique. Ceci a été prouvé par mutagéneése dirigée, par hybridation
(171,197-199) et par cristallographie (200). Il semble clair que cette dimérisation confére

stabilité et augmentation de l'affinité a 'AMPc, et donc améliore l'activité catalytique des
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isoformes longues, qui, comme déja dit plus haut, sont soumises a une régulation fine de part
plusieurs modifications post-transcriptionnelles.

A nouveau, les données publiées vont dans le sens d'un domaine UCR1 purement
régulateur, pouvant jouer sur le caractére inhibiteur d’'UCR2 sur le domaine catalytique. Ce
phénoméne de régulation est certainement mixte, avec un effet cis de UCR1 sur UCR2 de la
méme sous-unité mais également un effet trans entre UCR1 d’une sous-unité et UCR2 d’une
autre.

Bolger et al ont récemment mis en évidence les résidus participant aux domaines de

dimérisation de la PDE4D5. Ces derniers sont reportés dans la figure 16 (201).

DD1 DD2 DD3 DD4
N-ter UCR1T =L UCR2  —— Catalytique | C-ter
LR1 LR2 — '
Domaine Acides
de dimérisation aminés
DD1 R173-N174-N175
DD2 E228-T229-1.230
DD3 L306-M307-H308
DD4 K323-T324-E325

Figure 16 : localisation des domaines de dimérisation des PDE4 (nomenclature pour PDE4D5)

2.4.3 Mutations identifiées dans I’acroPDE

Les premieres publications mentionnant I'existence de mutations du gene PDE4D dans
I'acrodysostose sont deux études d’exomes (45,46). La premiére a mis en évidence trois
mutations faux-sens a l'origine d’'un changement d’acide aminé dans UCR1 pour l'une et dans le
domaine catalytique pour les deux autres. La deuxiéme retrouvait quant a elle quatre mutations
faux-sens, 3 situées dans UCR1 et la quatrieme dans le domaine catalytique. Depuis, vingt
mutations ponctuelles différentes ont été publiées, et notre équipe en a retrouvé sept
supplémentaires (répertoriées dans le tableau 7) : elles se répartissent dans les exons 2, 3, 4, 6,
13 et 15 du géne, souvent présentes en « clusters » localisés dans les différents domaines

fonctionnels de la PDE4 (UCR1, UCR2 et domaine catalytique).
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N° Mutation Exon AA substitué Localisation = Référence

1 c.568T>G p.Ser190Ala UCR1 Michot (45)

2 c.671C>T 3 p-Thr2241so UCR1 Mitsui (62)

3/1 c.673C>A 3 p-Pro225Thr UCR1 Michot (45)

4/1 c.674C>T 3 p-Pro225Leu UCR1 Lynch (65)

5/2 c.676T>G 3 p-Phe226Val UCR1 Lindstrand (63)

6/2 c.677T>C 3 p-Phe226Ser UCR1 Michot (45)

7/2 c.677T>G 3 p-Phe226Cys UCR1 Lindstrand (63)

8/3 c.679G>T 3 p-Ala227Ser UCR1 Linglart (48)

9/4 c.682C>G 3 p.GIn228Glu UCR1 Lee (46)

10/ 4 c.683A>C 3 p-Gln228Pro UCR1 Kaname (66)

11 c.689T>C 4 p-lle230Ser UCR1 Kaname (66)

12 /5 ¢.902G>C 6 p-Ser301Thr UCR2 Lynch (65)

13/6 c.907A>G 6 p-Met303Val UCR2 Lindstrand (63)

14 /7 c.911C>T 6 p-Ala304Val UCR2 Lynch (65)

15/7 ¢.910G>T 6 p-Ala304Ser UCR2 Données personnelles
16 /8 c.934C>G 6 p-Leu312Val UCR2 Données personnelles
17 /9 c.956T>C 6 p-Leu319Pro UCR2 Données personnelles
18 /10 c.957T>C 6 p-Ser320Pro UCR2 Données personnelles
19 /11 c.986T>C 6 p.Val329Ala UCR2 Lynch (65)

19 /12 c.997A>G 6 p-lle333Val UCR2 Données personnelles
20 €.998T>C 6 p.lle333Thr UCR2 Mitsui (62)

21 c.1279A>C 13 p-Thr427Pro Catalytique Elli (50)

22 c.1600A>C 13 p-Thr534Pro Catalytique Elli (50)

23 c.1666C>T 13 p-Hys556Tyr Catalytique Elli (50)

24 /13 ¢.1759A>C 13 p-Thr587Pro Catalytique Michot (45)

25/13 ¢.1759A>G 13 p-Thr587Ala Catalytique Kaname (66)

26 /14 c.1764G>A 13 p-Met588lle Catalytique Données personnelles
27 /14 c.1762A>G 13 pMet588Val Catalytique Données personnelles
28 /15 c.1769A>C 13 pGlu590Ala Catalytique Lee (46)

29 /16 c.2018G>A 15 p-Gly673Asp Catalytique Lee (46)

30 /17 c.2033T>C 15 p-lle678Thr Catalytique Lynch (65)

31 c.2047G>T 15 p-Glu683Cys Catalytique Elli (50)

Tableau 7 : mutations identifiées de PDE4D (nomenclature PDE4D4).

Le 2¢éme chiffre de la 1¢re colonne correspond au positionnement de la mutation dans la figure 17.
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Cedervall et al ont reporté pour la premiére fois la structure cristalline sous forme de
dimere d'une forme longue de PDE4 (la PDE4B) contenant les UCR1, UCR2 et le domaine
catalytique (173). Sur la base des homologies de séquences présentes entre les PDE4B et PDE4D,
I'équipe a positionné sur cette structure cristalline la plupart des mutations de la PDE4D
identifiées chez les patients avec acrodysostose (notamment pas la mutation p.Ser190Ala)
(figure 17) (173). L’équipe a ainsi mis en évidence que les mutations sont localisées soit a
I'interface entre le domaine catalytique et le domaine auto-inhibiteur, soit dans la région
charniére le domaine de dimérisation aux domaines inhibiteur et catalytique. Enfin, si aucune
mutation identifiée chez les patients atteints d’acrodysostose n’affecte un résidu impliqué dans
la dimérisation décrits par Bolger (201), on note que les clusters de mutations sont proches de

ces résidus.

Figure 17 : Mapping des mutations de la PDE4D (nomenclature PDE4D4) identifiées chez des patients
atteints d’acrodysostose sur les résidus équivalents de la PDE4B cristallisée (173 et mutations non
publiées, communication personnelle a C. Silve)
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2.4.4 Etudes fonctionnelles des mutations

Peu d’études se sont intéressées a la caractérisation fonctionnelle des mutations de PDE4D
responsables d’acrodysostose. L'effet méme activateur ou inhibiteur sur I'activité de la PDE4D
n’est pas établi et est sujet de controverse entre les équipes.

Pour Lindstrand et ses collegues, ce sont des mutations activatrices de PDE4D avec effet
dominant négatif sur la voie de signalisation de la PKA (63). Cette équipe utilise pour défendre
cette hypothése deux méthodes. La premiere, indirecte, est de montrer que le tableau clinique
des patients avec mutations de PDE4D et acrodysostose reflete en miroir celui de sujets
présentant une délétion 5q12-1, emportant le gene PDE4D, a I'origine d'une haplo insuffisance
de PDE4D. Ces patients sont décrits avec un retard mental, un indice de masse corporel bas, de
longues extrémités (doigts, orteils et bras), un nez proéminent et un petit menton, ce qui
effectivement peut étre vu comme linverse de la dysostose périphérique et faciale de
I'acrodysostose (202). Ainsi, si une haplo insuffisance de PDE4D s’exprime de facon opposée aux
mutations décrites, on peut faire 'hypothese que ces derniéres ont un effet activateur sur
I'activité de la protéine. Pour corroborer cette hypothése, 'équipe a étudié I'effet d'un knock-in
de PDE4D mutée chez le poisson zebre : ce dernier entraine un hypo-développement maxillaire,
la ou la sur-expression de ’ARN sauvage n’a pas de conséquence (63).

Alinverse, pour Kaname et al, les mutations de PDE4D observées dans I'acrodysostose sont
des mutations inactivatrices, a I'origine d’'une diminution de I'activité PDE4D. Leurs arguments
sont d’'une part une moins bonne affinité a 'AMPc de leur modélisation en 3D des protéines
mutées, et d’autre part I'absence de diminution des taux d’AMPc dans des HEK293 surexprimant
les mutants PDE4D alors que ces taux d’AMPc diminuent franchement quand on surexprime la
PDE4D sauvage. La symptomatologie des patients s’expliquerait alors par I'adaptation cellulaire
a un environnement sans PDE4D avec surexpression des autres types de PDE4 a 'origine de la
diminution des taux d’AMPc et de la phosphorylation de CREB (66).

Enfin, pour Cedervall et al, I'activation de PDE4D nécessite sa dimérisation puisque les
domaines catalytiques de chacune des deux protéines de 'homodimére sont mutuellement
activés en trans par 'UCR2 de l'autre. Les mutations, localisées proche des régions catalytiques
et de dimérisation, affecteraient ces processus de dimérisation et activation. Les formes mutées
pourraient ainsi étre insensibles aux mécanismes de régulation (173).

Parallelement aux mutations de PDE4D, il est intéressant de noter que les mutations de
PDE3A identifiées comme responsables du syndrome brachydactylie et hypertension artérielle
familiale dominante résultent dans un gain de fonction de la PDE3A via une augmentation de sa
phosphorylation par la PKA (55,203). Ces études in vitro ont été réalisées notamment dans des
cellules musculaires lisses vasculaires et des chondrocytes dérivés de cellules souches

mésenchymateuses de patients porteurs de mutations. Les résultats retrouvent une
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augmentation de I'hydrolyse de 'AMPc, une prolifération cellulaire accélérée et des taux de
PTHrp dérégulés amenant de nouvelles données a la compréhension de la physiopathologie :
I'HTA serait en lien avec une prolifération vasculaire entrainant une augmentation des
résistances vasculaires périphériques alors que la brachydactylie serait due a une diminution du
signal PTHrp/PTHR1 secondaire a un rétrocontrdle négatif de 'expression de PTHLH dans les

chondrocytes par 'augmentation de ’hydrolyse de ’AMPc (55).

2.5 EPAC

2.5.1 Définition

Apreés liaison de I'agoniste a son RCPG, il existe une augmentation du taux intracellulaire
d’AMPc. Ce second messager va stimuler la PKA, ce signal étant régulé comme on vient
largement de le voir par les PDE dans des microdomaines intracellulaires. En 1998, deux
équipes indépendantes ont mis en évidence l'existence d’une voie alternative d’utilisation de
I’AMPc, celle de la famille EPAC, pour «exchange proteins directly activated by cAMP »
(204,205). Les protéines EPAC servent de facteurs d’échange de guanine (GEF) pour Rap1l et
Rap2, petites protéines G transformant le GDP en GTP pour étre dans leur forme active, et
retournant a leur forme inactive sous I'action des protéines Ras-GTPase-activating (GAP) (figure
18) (206,207).

Les protéines EPAC sont actuellement majoritairement étudiées dans la recherche sur la
physiopathologie de I'hypertrophie myocardique, ayant déja été incriminées dans le

développement de cette maladie (208-211)

2.5.2 Structure protéique

Deux isoformes d’Epac existent (figure 19) : EPAC 1 (gene RAPGEF3) qui a une expression
ubiquitaire et EPAC 2 (gene RAPGEF4), avec trois variants d’épissage (EPAC 2A, 2B, 2C) plus
spécifiquement exprimé dans le cerveau, les surrénales et le pancréas (212,213). Toutes ces
protéines partagent une région catalytique C-terminale, un motif d’échange de Rap conservés et
un domaine B de liaison a '’AMPc. EPAC2A possede un deuxiéme domaine de liaison a ’AMPc en
région N-terminale. Une forme tronquée sans domaine de liaison a 'AMPc a également été

identifiée, sous le terme de REPAC.
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Figure 18 : voie de signalisation Epac-Rap, d’apres (89).

Apres liaison de I'agoniste a un RCPG, 'AMPc produit par les adénylcyclase peut activer les protéines Epac,

qui vont alors servir d’échangeur de phosphate pour activer Rap dans sa forme liée au GTP.

Région régulatrice Région catalytique
cPAC Nter —|oep [ o808 —— e[| ma [ iSO <
EPAC2A  N-ter= CNBD-A — DEP = CNBD-B REM = RA —M— C-ter
EPAC 2B N-ter =i DEP =~ CNBD-B REM ;— RA -M— C-ter
Fracac veer — S ne (o —
REPAC N-ter REM = RA -M— C-ter
CNBD-A |~ CNBD-B = Domaine de liaison a I'AMPc
‘E Domaine de liaison a des protéines
localisatrices
— Domaine catalytique
\ﬂj M + motif d’échange Rap

Figure 19 : schématisation des protéines Epac, d’apres (89)
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2.6 REGULATION DU SIGNAL

Apreés liaison de I'agoniste au RCPG, il va y avoir activation des adénylcyclases et synthese
d’AMPc entrainant une cascade d’événements intracellulaires impliquant la PKA, EPAC et les
PDE. Plusieurs phénomenes aboutissent en situation physiologique a linterruption de la
stimulation de la cellule au niveau du récepteur. En aval, le signal est régulé de facon spatio-
temporelle, de part la création de gradients d’AMPc intracellulaire, de l'existence de

microdomaines de compartimentation, et de nombreuses boucles de rétrocontroéle.

2.6.1 Régulation du signal au niveau du couple agoniste / RCPG

2.6.1.1 Découplage hormone / RCPG

La durée du signal dépend logiquement, entre autres, de la durée de liaison entre 1'agoniste
et le RCPG. Ainsi, il a déja été montré que la PTH et le PTHrp, bien qu’ayant le méme effet dose-
réponse sur la production d’AMPc, n’entrainent pas une stimulation de la méme durée, les
concentrations intracellulaires d’AMPc étant plus longtemps augmentés dans le cas d’une
stimulation du PTHR1 par la PTH (214,215). Cette différence s’explique par une conformation
biochimique plus stable du complexe agoniste/RCPG formé, alors que l'affinité des deux
hormones pour le PTHR1 estla méme.

Plusieurs phénomeénes concourent a la dissociation entre 1'agoniste et son récepteur: la
stabilité du complexe agoniste/récepteur formé comme on vient de le voir, mais également la
clairance de l'agoniste, et la variation de ses concentrations circulantes en fonction du

rétrocontrdle endocrine.

2.6.1.2 Internalisation des récepteurs

Classiquement, il est décrit que I'arrét du signal intervient simultanément a I'internalisation
des RCPG via la voie des (-arrestines (figure 20). En effet, ces derniéres se lient au RCPG apres
phosphorylation de plusieurs sérines de sa région intracellulaire, ce qui défavorise les
intéractions avec Gsa et permet le recrutement de clathrines aboutissant a 'endocytose des
RCPG, et a 'arrét de la stimulation (68,216).

En réalité, de plus en plus d’arguments vont a I'encontre de ce paradigme, avec la mise en
évidence d’'une persistance de la production d’AMPc apres 'internalisation dans des endosomes
(87,217-219), la stimulation pouvant continuer au sein d'une vésicule endosomale, tant que le
ligand, le récepteur, la protéine G et 'adénylate cyclase y sont présents (215). L’association entre

B-arrestines et RCPG pourrait méme favoriser la prolongation du signal. En effet, des études par
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technique de FRET ont permis de montrer que l'activation de PTHR1 peut dans certains cas
entrainer une activation de ERK via la voie des [3-arrestines, puis une phosphorylation en Ser579
de la PDE4 aboutissant a son inhibition (189) et donc a une prolongation du signal d’AMP
cyclique : il existe ainsi une corrélation entre 'arrét de la production d’AMP cyclique et la
dissociation de PTHR1 et de B-arrestines (220). Parallelement, le complexe formé par PTHR1, §3-
arrestine et GBy est biochimiquement trés stable, permettant de prolonger le contact entre Gsa

et 'adénylate cyclase (221).

L-type Ca2* Adenylate B,AR and G-protein- .
channe cyclase dependent signalling Desensitized AR
I | 1 | S|
Out
G-protein uncoupling
by phosphorylation
T T
and arrestin binding
In r ~
Py
Ca?' "
o e b
©Q 0 © (o) < Y.

Internalization
via clathrin-mediated
endocytosis

Recycling back
to membrane

Full agonist
1009 =

Partial agonist

Basal activity Neutral antagonist

\ Inverse agonist
0

Log drug concentration

= G-protein-
m independent
MAP kinase
¥
\

Targeted for degradation
in lysosomes

Biological response (%)
wm
o

Arrestin pathway

Gene expression

Figure 20 : régulation du signal généré par un RCPG - d’aprés Rosenbaum et al (68).

Exemple du récepteur 2-adrénergique. On observe en haut a gauche l'activation de I'adénylate cyclase
aprés dissociation de Gsa, avec synthése d’AMPc activant la PKA et dégradé par les PDE (a noter dans
cette situation la présence de canaux-calcium dits « CNG channels » pour cyclic-nucleotide gated, autres
cibles de I'AMPc dans les cellules myocardiques (222)). En haut a droite, récepteur désensibilisé,
phosphorylé dans sa portion intracellulaire (par la PKA, la PKC, des kinases de RCPG ou GRK), ce qui
permet la liaison a la B-arrestines, le recrutement de clathrines et 'internalisation endosomale. La vésicule
pet alors étre recyclée a la membrane, dégradée par les lysosomes, ou étre le siége d’'une activation de la
voie ERK. Actuellement, on considére que cette derniére peut également étre le siége de la poursuite du
signal RCPG/Gsa/AC de fagon compartimentée dans la cellule.

Ainsi, I'internalisation des RCPG n’est en soit pas synonyme d’interruption du signal. En
revanche, tout comme a la membrane, la dissociation entre 'agoniste et le RCPG au sein des
endosomes est a 'origine de 'arrét de production d’AMPc, et liée a I'acidification du milieu elle-

méme en lien avec l'activation d'une pompe a proton V-ATPase par une phosphorylation par la
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PKA (223).

Au total, deux systémes d’auto-régulation de la voie de signalisation sont ainsi identifiés ne
serait-ce qu’au niveau du RCPG : une phosphorylation par ERK via la B-arrestine inhibant une
PDE, et une phosphorylation par PKA a l'origine d'une dissociation de l'agoniste et de son

récepteur. Nous allons voir par la suite que de nombreux autres systemes vont étre mis en place.

2.6.2 Génération de microdomaines cellulaires

2.6.2.1 Localisation intracellulaire des PDE et gradient d’AMPc

La grande diversité des PDE permet une modulation extrémement variée de leur réle dans
la régulation spatiotemporelle du signal généré par I'association agoniste / RCPG. En premier
lieu, le pattern d’expression de ces différentes protéines est variable d’un type cellulaire a I'autre
(170,224-227). Au dela de cela, la localisation intracellulaire est variable en fonction des PDE :
d’une part entre différentes PDE (PDE3 a la membrane, PDE4 dans le cytosol (228)), d’autre part
entre différentes isoformes d’'une méme PDE (PDE4B a la membranes et PDE4D dans le cytosol
(229,230)). De plus, I'affinité pour 'AMPc entre les PDE est différente (par exemple, elle est plus
élevée pour les PDE3 que les PDE4 (161,231-233)) ce qui explique facilement que leur
implication est variable en fonction de la concentration générée d’AMPc: l'activité PDE3 est
importante quand la concentration d’AMPc est faible, et rapidement saturée par des
concentrations plus élevées ou 'activité PDE4 augmente (228).

Au total, la répartition des différentes PDE est a l'origine de gradients d’AMPc dans des
microdomaines cellulaires (234-236). De facon générale, a I’état basal, la concentration d’AMPc
est plus importante a la membrane que dans le cytosol (figure 21), et les gradients vont étre
créés en fonction des PDE présentes (235), au sein de complexes multiprotéiques comme on le
verra par la suite. A I'heure actuelle, de nombreuses techniques permettent de localiser et de
suivre ces pools d’AMPc parmi lesquelles les méthodes de FRET (Fluorescence Resonance

Energy Transfer) de mesure d’activité PKA et/ou PDE (237,238)
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PDE function in
sequestered compartment

A PDE as a diffusion barrier B PDE as a cAMP sink C

w G protein-coupled receptor e CAMP . Phosphodiesterases (PDEs)

Gs = stimulatory G protein; AC = Adenylyl Cyclase

Figure 21 : modélisation des gradients intracellulaires d’AMPc, selon Terrin et al (229).

L’AMPc est généré a la membrane par 'adénylate cyclase et les PDE régulent sa diffusion vers le cytosol,
selon différents schémas en fonction de leur type et de leur localisation. Il faut rajouter a ce modele
I'existence d’AMPc généré dans le compartiment cytosolique par les complexes RCPG/Gsa/AC
internalisés, et I'existence de différences de concentrations d’AMPc a la membrane en fonction de la
répartition des RCPG et des adénylcyclases (222).

2.6.2.2 Complexes multiprotéiques

Ces gradients d’AMPc générant des microdomaines cellulaires ne sont en réalité pas
uniquement le fait des PDE. En effet, les grands effecteurs de la voie de signalisation RCPG sont
groupés au sein de gros complexes multiprotéiques comprenant I'holoenzyme PKA, EPAC, des
PDE, regroupés autour d’AKAP les localisant a des endroits précis de la cellule (132,239-241).
Le but en est avant toute chose de générer des sites de signalisation en colocalisant les effecteurs
(PKA et EPAC) et leurs substrats (234) (figure 22).

C’est ainsi que plusieurs de ces associations ont été extensivement étudiés depuis une
quinzaine d’années, en grande majorité dans la recherche sur I'hypertrophie myocardique, en
s'intéressant a la signalisation liée au récepteur 2-adrénergique notamment. On peut citer
notamment les complexes mAKAP/ PKA/ PDE4D3/ PP2A/ EPAC1 (128,129,186,187) ou EPAC1/
B-arrestine/ PDE4D5 (241-243) que l'on retrouve dans la figure 23. 11 a aussi été mis en
évidence dans la cellule myocardique des intéractions entre certaines PDE et différents RCPG

(244), ainsi qu’entre les PDE et les adénylcyclases (245).
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Stimulation Phosphorylation Feedback
of Targets inhibition

Figure 22 : fonctionnement des complexes multiprotéiques de compartimentation, d’aprés Kapiloff et al
(246)

Les effecteurs de la voie RCPG sont mis a proximité des zones a hautes concentrations d’AMPc par les
AKAP, la PKA pouvant alors rapidement phosphoryler ces substrats, dont les PDE, les adénylcyclases, les
RCPG... peuvent faire partie, a I'origine d’un rétrocontréle négatif.

Nous allons voir dans le sous-chapitre suivant quelles sont les intéractions croisées existant

entre les différents acteurs de ces complexes.

plasma membrane

PDE4C2
PDE4C2 PDESSS

mitochondrion

Figure 23 : localisation intracellulaire de quelques complexes multiprotéiques, d’aprés Stangherlin et al
(247)

57



Emmanuelle Motte-Signoret- Thése de Doctorat - 2016

2.6.2.3 Intéractions croisées entre PKA, PDE et Epac

L’activation de la PKA par l'augmentation des taux d’AMPc est a l'origine de la

phosphorylation de nombreuses protéines par les sous-unités catalytiques, ce qui chez certaines

va participer au rétrocontrole du signal. C’est notamment le cas pour :

la phosphorylation de CREB en Ser133 qui augmente la transcription de certaines PDE
(137), diminuent celle d’autres (175)

les phosphorylations des PDE4D (nomenclature PDE4D3) en Ser54, Ser42 et Ser13 qui
sont respectivement a l'origine de leur activation (167,248), de leur inhibition (188) et
d’'une augmentation de leur affinité pour certaines AKAP (128)

la phosphorylation de certains résidus intracellulaires du RCPG qui favorise le
recrutement de B-arrestines et donc son internalisation (242)

la phosphorylation des sous-unités régulatrices qui peut moduler leur liaison aux AKAP
et par conséquent l'activité des sous-unités catalytiques (249)

la phosphorylation de la pompe a proton V-ATPase qui acidifie la vésicule endosomale
porteuse d'un complexe RCPG/Gsa/AC et de 1a induit une dissociation de 'agoniste et du
récepteur (223)

la phosphorylation des adénylcyclases qui participe a la réduction du signal (222).

Les PDE sont quant a elles le principal acteur de la régulation du signal puisqu’elles limitent

dans le temps et I'espace 1'élévation des taux d’AMPc (figure 24). Elles vont ainsi orienter le

signal vers la PKA, Epac ou son extinction (87,149,250). De plus, elles interagissent aussi

beaucoup a la membrane, autour des complexes RCPG/Gsa/AC : en effet, elles peuvent se lier

aux fB-arrestines et moduler l'internalisation des récepteurs (241-243) d’'une part, et réguler la

synthese d’AMPc par les AC en générant des gradients d’AMPc puisqu’a concentration élevée

d’AMPc, les AC sont saturées et le signal s’arréte (222,251). Autre point important, les PDE,

notamment PDE4, ont une activité variable selon leurs isoformes et le fait que celles-ci soient

dans la cellule en monomere actif et peu régulable et/ou en dimere régulable par la PKA entre

autres (161,197,201,243).
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Figure 24 : intéractions entre PKA, PDE et EPAC au sein d’'un groupement autour d’'une AKAP, d’apreés
(252)

Equilibre entre ces différents effecteurs en fonction de la concentration et de la durée d’exposition a
I’AMPc : 1a PKA est immédiatement stimulée par '’AMPc a des concentrations plutét faibles ; au cours de la
prolongation du signal, la PKA active certaines PDE qui vont dégrader '’AMPc; indépendamment de la
durée du signal, des concentration élevées d’AMPc vont plut6t stimuler EPAC, ce qui va in fine aboutir a
une diminution d’activité des PDE via phosphorylation par ERK.
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Objectifs du travail
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La comparaison phénotypique de la PHP 1a, de 'acroR1a et de I'acroPDE, trois entités
génétiques intervenant a des niveaux différents d'une méme voie de signalisation intracellulaire,
illustre bien a quel point la compréhension de la mécanistique de cette signalisation pourrait
étre améliorée. Il existe de fagon claire une spécificité tissulaire de 'expression phénotypique de
ces différentes mutations, sans que les phénomenes pouvant l'expliquer soient connus. A
I’évidence, 'AMPc a un roéle central dans la régulation du signal, puisque c’est son augmentation
qui est le primum movens de I'activation transcriptionnelle dans cette voie. Il a déja été montré
que les taux plasmatiques et urinaires d’AMPc étaient dans la PHP 1a et 'acrodysostose avec
résistance hormonale respectivement diminués et augmentés. Néanmoins, ces variations au
niveau cellulaire n’ont jamais été étudiées dans ces maladies. S’il semble assez intuitif
d’envisager que les mutations de PDE4D sont activatrices et entrainent une dégradation plus
rapide d’AMPc aboutissant a une diminution de I'activité PKA, il est vraisemblable que les autres
PDE rendent moins linéaires cette hypothese. De plus, il ne faut certainement pas négliger la 3éme
voie disponible pour 'AMPc (en plus de la liaison a la PKA et de sa dégradation par les PDE), a
savoir le systéme Rap/Epac.

Dans ce travail de these, je me suis tout particulierement intéressée a I'acrodysostose sans
résistance hormonale, par mutation de PDE4D, la plus récemment identifiée et dont la
physiopathologie n’avait pas été étudiée. Les objectifs sont de répondre a deux questions
principales : 1) pourquoi existe-t-il des conséquences a ces mutations dans certains tissus et pas
d’autres ? 2) quelles sont les conséquences fonctionnelles de ces mutations ?

Pour y répondre, il semble nécessaire d’avoir une vision globale sur la transduction du
signal généré par la liaison d’'un agoniste a un GPCR dans la cellule, en se servant du formidable
modele physiopathologique que représentent les trois pathologies que sont la PHP 13, I'acroR1a
et 'acroPDE. Je vais ainsi dans la 1¢e partie utiliser deux modéles cellulaires non mutés, des
fibroblastes et des HEK293 et étudier indirectement le réle de la PDE4 en observant les effets de
son inhibition sélective. L’objectif principal est d’explorer les mécanismes pouvant expliquer que
les mutations de la PDE4D identifiées dans I'acrodysostose ont des conséquences fonctionnelles
dans certaines cellules (cartilage et os notamment) mais pas dans toutes (tubule proximal
rénal). Dans la 2nde partie, je vais décrire et comparer le phénotype des fibroblastes de témoins
et de patients atteints de PHP1a ou d’acrodysostose avec et sans résistance hormonale. Dans la
3¢éme partie, je présenterai des résultats préliminaires concernant I'étude fonctionnelle des
différentes mutations de PDE4D connues pour étre responsables d’acrodysostose sans
résistance hormonale.

In fine, les objectifs de ce travail sont de comprendre la mécanistique intracellulaire a
I'origine des différences phénotypiques entre ces trois maladies et d’explorer les conséquences

fonctionnelles des mutations de PDE4D.
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Matériels et méthodes
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1. CULTURE CELLULAIRE

1.1 Mise en culture d’une biopsie cutanée

A Texception des trois lignées issues de sujets contréles non malades, qui ont été
décongelées en début de projet, j’ai réalisé la mise en culture de fibroblastes a partir de biopsie
cutanée réalisée apres anesthésie locale a la face antérieure de l'avant-bras. La biopsie,
emportant une portion de derme, était immédiatement placée dans 5 a 10 ml de « Dulbecco’s
Modified Eagle Medium » (DMEM) et conservée a 4°C pour maximum 48 heures avant
I'ensemencement.

Sous la hotte a flux laminaire de type 2, la piéce de biopsie était renversée avec son milieu
dans une boite de Pétri, puis des parcelles millimétriques de peau était découpées a 'aide d'un
scalpel, replacées dans des plaques 6 puits (3 a 4 morceaux espacés dans chaque puits) et
recouvertes d’'une lamelle ronde. 2Zml de DMEM avec 20% de sérum de veau foetal, 1% de
Glutamine, et des antibiotiques a large spectre (Pénicilline -streptomycine 1%, vancomycine
0,0125 mg/ml, fungizone 1pg/ml, cefotaxime 0,06ng/ml, tobramycine 0,04 ng/ml) étaient
déposés dans chaque puits en maintenant une pression sur la lamelle avec le scalpel.

La plaque était alors mise dans I'incubateur a 37°C, avec 5% de CO2. 1ml du méme milieu
était rajouté délicatement au bout de 24 heures, puis le milieu était changé tous les 3 jours.
Quand le fond des puits était tapissé de fibroblastes (au moins 15 jours), les lamelles était
décollées avec une pince stérile et replacées dans une nouvelle plaque 6 puits, coté fibroblastes
vers la surface avec 5 ml de DMEM contenant 20% de sérum de veau feetal, 1% de Glutamine, et
1% de Pénicilline -streptomycine (DMEM complet). Le fond des puits était rincé et trypsiné avec
500pl de trypsine, la plaque remise 3 min dans l'incubateur, puis les fibroblastes décollés des

puits et remis en flasque T25 avec 12 ml de DMEM complet.

1.2 Entretien de lignées de fibroblastes

Arrivée a confluence, les cellules étaient rincées, trypsinées et réensemencées au 1/6¢me-En
moyenne, on observait un temps de confluence de 15 jours avant un nouveau passage. Le milieu
DMEM complet était changé tous les 3 jours.

Jai parallelement réalisée une surveillance réguliére de la non-contamination par
mycoplasmes (toutes les 6 semaines environ), en utilisant le test de bioluminescence MycoAlert

Mycoplasma Detection Kit (Lonza, Bale - Suisse) selon les recommandations du fournisseur.
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Au total, 11 lignées de fibroblastes ont été utilisées au cours de ce projet (tableau 8). Le fait
que ce soit une culture de cellules primaires, non immortalisées présentait plusieurs avantages
et inconvénients. L’avantage principal était de pouvoir étudier des cellules de patients non
modifiées génétiquement, et de comparer leur comportement in vitro, sous réserve de maintenir
ces lignées a des passages peu nombreux et similaires. Les inconvénients découlaient donc de
ces mémes éléments puisque les fibroblastes peuvent avoir une vitesse de prolifération variable,
plutot lente, et qu'il a fallu veiller attentivement a ne pas décaler les passages entre les

différentes lignées.

Dénomination des lignées
Contrbles non malades 531 539 540

M (intron 4-

JL (exon 5 CS 3 1§T5r2}n>T >

PHP la c.348delC — ' anomalie PM (exon 5)
Vall17Trpfsx16
p-va pfsx16) d’épissage)
Acrodysostose mutation PRKAR 1A 1163 (R368X) 1167 (R368X) MER (R368X)
Acrodysostose mutation PDE4D HAL (A227S) HEA (E590A)

Tableau 8 : lignées de fibroblastes (entre parenthéses, mutation retrouvée chez le patient)

Afin de systématiquement réaliser les expériences entre les passages 7 et 12, j'ai donc été
amenée a congeler / décongeler des ampoules de fibroblastes des différentes lignées de la facon
suivante. Pour la congélation, apres trypsination d’'une flasque T150 a confluence, les cellules
étaient rincées, centrifugées et remises en suspension dans 1,5ml de sérum de veau feetal et 10%
de DMSO puis disposées dans 3 cryotubes placés a -80°C. Pour la décongélation les cryotubes
étaient directement placés a 37°C au bain-marie quelques secondes, et les 0,5ml de cellules
remis en suspension dans 25ml de DMEM complet dans une flasque de T75. Le milieu était

changé dés le lendemain, puis tous les 3 jours.

1.3 Lignées immortalisées

1.3.1 HEK-PTHR

Les cellules Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) sont une lignée immortalisée de
cellules initialement d’origine rénale, largement utilisées en biologie cellulaire pour leur facilité
d’entretien et leur grande tolérance a la transfection. Afin de pouvoir étudier la réponse a la
PTH, le Pr Peter Friedman, a Philadelphie, nous a gracieusement fourni une lignée de HEK293
transfectée de facon stable avec le PTHR1, que nous avons utilisée pour l'ensemble des

expériences de la partie 1 (253).
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Ces derniéeres étaient cultivées dans le méme milieu DMEM complet que les fibroblastes,

mais avec une croissance plus rapide, car a confluence apres 6-7 jours d'un passage au 1/10¢me,

1.3.2 CHO

Pour les expériences de la partie 3, ou nous avons fait une étude fonctionnelle des
mutations de PDE4D en utilisant un systeme de BRET (cf. plus loin), nous avons opté pour
l'utilisation de cellules CHO (chinese hamster ovary cells), connues pour ne pas exprimer la
PDE4D (254).

Ces derniéres étaient cultivées dans du milieu DMEM complet, avec une croissance rapide

(confluence apres 6-7 jours d'un passage au 1/10%me).

1.4 Stimulation des cellules

Avant les étapes de stimulation, a J0, les cellules étaient rincées, trypsinées et lavées au PBS
avant d’étre comptées au microscope a l'aide de cellule de Malassez. Le nombre nécessaire de
cellules ensemencées a été évalué initialement par des expériences de mise au point de chacune
des techniques et est reporté dans le tableau 9. Afin de normaliser les résultats, deux puits
étaient systématiquement préparés en plus afin de procéder a un dosage protéique avec le kit

DC Protein Assay (Biorad), selon les instructions du fournisseur.

EIA AMPc BRET Camyel | Western Blot P-CREB | Activité CRE-luciférase
Fibroblastes 250 000 / 100 000 /
HEK?293 80 000 200 000 100 000 80 000
CHO / 100 000 / /

Tableau 9 : nombre de cellules par puits (1,9 cm?) ensemencées en plaque 24 puits pour chacune des
expérimentations.

EIA : enzymo-immunologic assay. BRET : bioluminescence resonance energy transfert.

Le lendemain, a J1, les cellules étaient transfectées si nécessaire, selon un protocole détaillé
ci-aprés. A ]2, toutes les cellules, quelle que soit 'expérience prévue, étaient carencées avec un
changement de milieu par DMEM avec 0,5% de sérum de veau fcetal. A ]3, les cellules étaient
stimulées avec les agonistes et en présence ou non d’inhibiteurs de PDE détaillés dans le tableau
10 (inhibiteur non spécifique : IBMX, inhibiteur spécifique des PDE3: milrinone, inhibiteur

spécifique des PDE4: rolipram (255,256)). La stimulation durait 10 minutes pour les EIA
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d’AMPc, 30 minutes pour I'étude de phosphorylation de CREB et 6 heures pour celle de I'activité

CRE-luciférase.

Fournisseur Concentration finale
Teriparatide - (PTH 1-34) | Eli Lilly, Indianapolis, IN | 12,1/24,3/121,5/243 nM
Agonistes PGE2 0,1/0,6/1/6 uM
Isoprotérénol 0,1/0,2/1/2 uM
8-bromo-AMPc Sigma Aldrich, 10%/10°/10%/10°/10° M
Inhibiteurs IBMX Saint-Louis, MO 1 mM
de PDE R(?hl.)ram 50 uM
Milrinone 50 uM

Tableau 10 : descriptif des agonistes et inhibiteurs de PDE utilisés
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2. TECHNIQUES « COURANTES »

2.1 RT-PCRq

2.1.1 Extraction des ARNs

Apreés avoir rincé les cellules au PBS et les avoir récupérées apres trypsination dans 30ml de
PBS pour une flasque T150, je les séparais en trois et les centrifugeais 10 minutes a 3000 rpm.
Le culot était immédiatement repris dans 1ml de Quiazol (Quiagen), et agité 1 minute, puis on
rajoutait 0,2ml de chloroforme avant d’agiter a nouveau puis de centrifuger a 12000 rpm
pendant 15 minutes a 4°C. La phase aqueuse contenant '’ARN était alors récupérée et 'ARN
purifié en utilisant le kit RNEasy MinElute CleanUp (Quiagen) selon les instructions du
fournisseur. Je quantifiais ensuite les ARNs en utilisant un spectrophotométre (NanoDrop -
ThermoScientific) et vérifiais leur qualité en les faisant migrer sur gel d’agarose (visualisation

des ARNs 18S et 288S). lIs étaient ensuite conservés a -80°C.

2.1.2 PCR quantitative en temps réel

L’étape de transcription inverse était réalisée avec 1pg d’ARN en utilisant le kit RevertAid H
minus (Fermentas) selon les instructions du fournisseur. Les ADNs complémentaires (20 pl
d’ADNc par réaction) ainsi obtenus étaient conservés a -20°C.

Les réactions de polymérisation en chaine (PCR) quantitatives en temps réel étaient
réalisées avec le Power SybrGreen PCR Master Mix (Applied Biosystems) avec 2 pL. d’ADNc, 5pul
de SybrGreen, 0,3ml de chaque amorce a 10uM et 2,4ul d’eau. Le détail des amorces utilisé est

exposé dans le tableau 11.

Géne Amorce sens Amorce anti-sens

GAPDH 5’ GAGAAGGCTGGGGCTCAT 5’ TGCTGATGATCTTGAGGCTG
PDE4D 5 GGAGATAAGCCCCATGTGTGA 5 CTATGAAGCCCACCTGTGATTTT
GNAS 5’ AAGGACAAGCAGGTCTACCG 5’ TCTGCTTCACAATGGTGCTT
CREB 5' TGTAACGGTGCCAACTCCAA 5' TAGTACCCGGCTGAGTGGCT
PRKAR1A 5' ATGTTAACAATGAATGGGCAA 5' ATTCCTCATACATCTTCCGCT

Tableau 11 : amorces utilisées pour les RT-PCRq
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Le méme programme d’amplification a systématiquement été utilisé, sur I'appareil 7500
FastPCR (Applied Biosystems) :

- Dénaturation de I'ADNc a 95°C pendant 10 minutes

- 40 cycles d'amplification : dénaturation 15 secondes a 95°C, hybridation et élongation 1
minutes a 60°C avec acquisition de la fluorescence

- Obtention de la courbe de fusion : 95°C pendant 5 secondes, 65°C pendant 1min puis
97°C.

Les résultats étaient analysés en utilisant la méthode de comparaison des Cr (AACt) avec la

GAPDH comme gene de ménage (257).

2.2 Dosage immuno-enzymatique d’AMPc

Lors des expériences analysant la synthese cellulaire d’AMPc, I'étape de stimulation durait
selon les cas de 1 a 15 minutes. Afin de stopper immédiatement les réactions, la plaque était
alors immédiatement posée sur de la glace, le milieu aspiré et les cellules rincées au PBS a 4°C.
L’AMPc intracellulaire était extrait en ajoutant de I’éthanol pur glacial (300, 600 ou 1200 pl
directement sur les cellules respectivement par puits pour les plaques 24, 12 et 6 puits). Je
laissais incuber 1 heure a 4°C, puis I’éthanol était transféré en tubes Eppendorf. Les tubes étaient
alors laissés ouverts a 37°C afin de laisser s’évaporer I'éthanol, 'AMPc restant fixé aux parois.
Une fois I'évaporation complete, je redisposais dans les tubes 150ul de tampon spécifique au kit
de dosage cAMP Direct Biotrack EIA (Amersham puis GE) et pouvais soit procéder directement
au dosage soit conserver les échantillons a -20°C.

Le kit de dosage, utilisant un systeme de détection immunoenzymatique, était alors utilisé
selon les instructions du fournisseur. La réaction enzymatique était stoppée par adjonction
d’acide sulfurique 1M et la plaque était analysée par lecture de la densité optique a 450nm
(Victor Multilabel Plate Reader - PerkinElmer) (figure 25).

Les résultats étaient analysés en fonction d’'une courbe standard d’AMPc. Je rajoutais
systématiquement un contréle interne en passant un échantillon d’urine dont je connaissais la
concentration en AMPc, pour m’assurer de 'absence de probleme technique avec le kit. Selon les
expériences, les résultats sont exprimés en fmol/puits (correspondant a 250000 fibroblastes, et

250 2 300 pg de protéines) ou en fmol/pg de protéines.
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Figure 25 : principe du dosage immunoenzymatique d’AMP.

En (1), on visualise des puits de la plaque de test avec un anticorps anti-anticorps (orange clair). En (2),
adjonction de l'anticorps anti-AMPc du tampon du kit (orange) ; en (3), adjonction de I'échantillon avec
(en haut) ou sans (en bas) AMPc (rond rouge plein) puis en (4), adjonction d’AMPc couplé a la peroxydase
(rond rouge vide et triangle rouge) et en (5) du substrat de la peroxydase (carré bleu). En (6), aprés
lavage, les échantillons contenant de '’AMPc sont fixé a la plaque, alors que les autres ont fait place a
I’AMPc couplé a la peroxydase émettant un signal lumineux en présence de son substrat. La luminosité des
différents puits va étre lue sous une longueur d’'onde de 450nm.

2.3 Western blotting

La technique de Western Blot permet la détection et lidentification de protéines
spécifiques, ainsi que leur niveau de phosphorylation au sein d'un lysat cellulaire. Le principe est
de séparer les protéines selon leur masse par électrophorése sur gel de polyacrylamide, puis de
les transférer sur une membrane de nitrocellulose ou elles vont pouvoir étre marquées par des
anticorps spécifiques et détectées par une étape de révélation. Dans cette étude, j'ai étudié la
concentration de différentes protéines impliquées dans la voie de signalisation de 'AMPc (Gsaq,
PRKAR1A, PRKARZ2A, PKAC, CREB) ainsi que le niveau de phosphorylation de CREB au cours de

stimulation par différents agonistes en présence ou non de différents inhibiteurs de PDE.

2.3.1 Préparation des échantillons protéiques

Le but principal des études par Western Blot dans ce projet étant d’étudier la

phosphorylation de CREB, la préparation des échantillons était primordiale afin d’éviter au
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maximum le risque de déphosphorylation par des phosphatases, en étant rapide et en inhibant
au maximum ces dernieres. J'ai donc systématiquement utilisé une technique de lyse cellulaire
sans extraction protéique au préalable. Par conséquent, je ne pouvais pas faire de dosage
protéique préalable a la lyse, d’ou I'importance de compter minutieusement les cellules avant de
les remettre en plaque pour les expériences de stimulation, afin d’avoir un nombre comparable
de cellules dans chaque puits d'une manipulation a l'autre. Je réservais également
systématiquement un puits pour faire un dosage protéique.

Apreés la stimulation par l'agoniste pendant 20 minutes a 37°C dans l'incubateur, je posais
immédiatement la plaque sur de la glace et lavais au PBS a 4°C les cellules pour stopper la
réaction cellulaire. Je déposais alors le tampon de lyse décrit ci-aprés directement sur les cellules
(50, 100 ou 200 pL dans des plaques respectivement 24, 12 et 6 puits), grattais les cellules,

récupérais le lysat en Eppendorf, vortexais 1 minute et plagais les échantillons 5 min a 95°C.

Ix 25ml (5%)
Tris 62.5mM 946,4 mg
EDTA 4mM 208 mg
EGTA 4mM 234 mg
NaF 2mM 10,5 mg
PNPP 2mM 65,75 mg
Naz;VO, ImM 46 mg
N3;Na 125 mg
AEBSF 2,5mM 60 mg
PyroP 2mM 111,5 mg
Eau 5 ml
Complete Protease Inhibitor (Roche) 1 pastille
Glycérol 12,5 g (environ 10 ml)
HCI (qsp pH=7) Environ 100p1
-mercapto-ethanol 4% 6,25 ml
SDS 12,5% 3,125 ¢
Bleu de bromophénol 2% 2,5 ml

Tableau 12 : composition du tampon de lyse pour la préparation des échantillons protéiques (258)

La particularité par rapport a un tampon de Laemmli classique est que la lyse cellulaire et la dénaturation
des échantillons protéiques se font dans le méme temps.

2.3.2 Electrophoreése dénaturante en gel de polyacrylamide (SDS- PAGE)

Les échantillons ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire étaient alors déposés sur le gel
d’électrophorése constitué d'un premier gel de concentration a 5% d’acrylamide, et un second

gel de séparation a 12%. Les échantillons sont concentrés dans le premier gel, puis séparés dans
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le second gel sous 'action d'un champ électrique de 30A pendant 2 heures, dans le tampon de

migration.

Gel de concentration | Gel de séparation

Acrylamide / bisacrylamide (ml) | 0,5 3

Tris 1M pH 6,8 (ul) 625 /

Tris IM pH 8,8 (ml) / 3,75

SDS 10% (ul) 50 0,1

Eau (ml) 3,88 3,15

APS 10% (ul) 40 30

TEMED (ul) 5 10

Tableau 13 : composition des gels d’électrophorése de Western Blot

2.3.3 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Le gel d’électrophorese est alors placé en sandwich face a une membrane de nitrocellulose

entre des plaques de transfert, le tout placé dans une cuve de transfert avec du tampon de

migration, sous I'action d’'un champ électrique de 65V pendant 1 heure. Pour vérifier la qualité

du transfert, la membrane est colorée avec du rouge Ponceau dissout dans 3% d’acide

trichloroacétique, puis lavée et marquée. Si besoin, elle peut étre conservée entre deux feuillets

plastifiées et conservée a 4°C.

Tampon de base 10X

Tampon de migration

Tampon de transfert

Trizma (g) 30

Glycine (g) 144

Eau (ml) 1000 445 700
Tampon de base 10X (ml) 50 100
SDS 10% (ml) 5 /
Ethanol 100% (ml) / 200

Tableau 14 : composition des différents tampons pour le Western Blot

2.3.4 Immunomarquage, révélation et quantification

J'utilisais afin de saturer la membrane un tampon de blocage Odyssey (Licor, New England)

dilué de moitié dans de I'eau pendant 1 heure a température ambiante puis procédais a

I'incubation de I'anticorps primaire pendant une nuit a 4°C sous agitation constante. Pour le

lavage, je me servais du systéme SNAPid (Merck-Millipore, Darmstadt - Allemagne) avec 3

passages de TBS-Tween 0,1%. Puis je procédais a I'incubation de I'anticorps secondaire couplé a
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la péroxydase de raifort (horseradish peroxidase, HRP), toujours avec le systéme SNAPid,
pendant 10min a température ambiante, avant 3 nouveaux lavages au TBS-Tween 0,1%. Les
anticorps utilisés sont détaillés dans le tableau 10.

Je procédais ensuite a la révélation des protéines d’intérét avec le kit de
chimioluminescence SuperSignal FemtoWest de Thermo-Fisher utilisant un substrat de la
péroxydase (Kit SuperSignal West Dura Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific) en
incubant les membranes pendant 5 minutes avant de faire analyser le signal lumineux restitué
par un analyseur d’'image équipé d’'une caméra CCD (LAS-4000, GE). L’intensité lumineuse des
bandes était alors quantifiée et pouvait étre comparée d’'une situation expérimentale a I'autre.
Pour les Western blots de P-CREB, je procédais ensuite a une déshybridation des membranes
avec le tampon Restore (Thermo-Fisher) pendant 30 minutes a 37°C et reprenais les étapes
précédentes pour incuber la membrane avec un nouvel anticorps primaire dirigé contre 'actine,
une protéine ubiquitaire, servant de metre-étalon. Le niveau de phosphorylation de la protéine
CREB suite a différentes stimulations des cellules pouvait alors étre évalué en comparant le
rapport d’intensité des bandes P-CREB/actine. Nous avons opté pour ne pas utiliser le ratio P-
CREB/CREB, 'immunomarquage de CREB étant systématiquement réalisé aprés recyclage de la
membrane (aprés immunomarquage de pCREB), et étonnamment dépendant du signal pCREB,

comme si le recyclage de la membrane n’était pas complet.

T ’anti imal ével t
ype d’anticorps / anlr.na de développemen Dilution Temps d’incubation
Fournisseur
. Ac P().lycl(?nal / Lapin 1/1000°™ | nuit 4°C
anti-PCREB Cell Signaling Technology
A M lonal i ;
e onoclonal / Sours 1/4000°™ | nuit 4°C
anti-actine BD Biosciences
Ac Monoclonal / Souris cme oo
anti-Gsa BD Biosciences 1/1000 I nuit 4°C
Ac Monoclonal / Souris :
1/1000°™ 1 nuit 4°
anti-PRKAR1A BD Biosciences /1000 nuit4°C
Ac Monoclonal / Souris eme oo
anti-PRKAR2A BD Biosciences 171000 P nuit4°C
Ac Monoclonal / Souris :
1/1000°™ 1 nuit 4°
anti-PKAC BD Biosciences /1000 nuit 4°C
Ac secondaire Chévre anti-souris 1/20008™ 10min T° ambiante
anti-HRP Santa-Cruz Biotechnology SNAP
Ac secondaire Chévre anti-lapin 1/20008™ 10min T° ambiante
anti-HRP Santa-Cruz Biotechnology SNAP

Tableau 15 : description des anticorps (Ac) utilisés pour les Western Blot
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2.4 Activité CRE-luciférase

Afin d’évaluer I'activation transcriptionnelle en réponse a la stimulation d’une cellule par un
ligand d'un RCPG et donc a la signalisation PKA, nous avons utilisé un géne rapporteur
exprimant la Firefly-luciférase et dont I'expression est inductible par CRE. Le principe est que
apres synthese d’AMPc, activation de la PKA et phosphorylation de CREB, ce gene va étre
transcrit, la protéine luciférase traduite et la luminescence de cette derniére va pouvoir étre
analysée (figure 26).

Dans la mesure ou les fibroblastes de patients ne sont pas transfectables, nous avons
exclusivement utilisé les cellules HEK293 exprimant le PTHR1. Ces derniéres étant assez peu
adhérentes, nous avons préparé les plaques de culture en les tapissant de polyallylamine
préalablement au dépot de cellules.

Le lendemain, les cellules étaient transfectées de facon transitoire en utilisant le réactif de
transfection XtremeGENE (Roche) selon les instructions du fournisseur. Afin d’avoir un contréle
interne d’'une transfection efficace, nous avons systématiquement transfecté deux plasmides : un
plasmide porteur du géne CRE-luciférase (250 ng par puits dans des plaques 24 puits, pour
80000 cellules), et un plasmide porteur d'un géne rénilla-luciférase (25 ng par puits dans des
plaques 24 puits, pour 80000 cellules), non inductible pas CRE, et permettant de normaliser la
luminescence mesurée.

24 heures apreés, les cellules sont carencées en changeant le milieu (DMEM avec 0,5% de
sérum de veau feetal), et la stimulation a lieu encore 24 heures plus tard, pendant 5 heures, ce
temps permettant de finaliser la synthese des protéines d’intérét.

En fin de stimulation, les cellules étaient lavées au PBS, puis lysées avec 100 pl de Luciferase Cell
Lysis Buffer 2X (Pierce), grattées, transférées en Eppendorf, agitées et centrifugées a 14000
tours/minutes pendant 5min.

20 pl de surnageant étaient déposées en plaqueet analysés apres adjonction
systématisée des réactifs du kit Renilla-Firefly Luciferase Dual Assay (Pierce -Thermo Fisher)
par le luminométre automatisé Centro LB260 (Berthold).

Le ratio des signaux Firefly/Renilla était alors analysé.
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Figure 26 : principe de l'utilisation d’'un gene rapporteur CRE-luciférase.

2.5 Analyses statistiques

Toutes les analyses ont été faites avec le logiciel GraphPad Prism. Les résultats sont
exprimés en moyenne +/- écart-type, ou ponctuellement avec des graphiques type « boite a
moustaches ». Les comparaisons entre groupes, quand la taille des échantillons le permettait,

ont été faites avec le test de Mann-Whitney, ou des tests ANOVA.
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3. AUTRES TECHNIQUES

3.1 Analyse en temps réel de la concentration d’AMPc par BRET

3.1.1 Principe du BRET

Le transfert d’énergie entre deux molécules fluorescentes (FRET) est un processus
physique, connu et exploité depuis de nombreuses années, par lequel I'énergie est transférée, de
facon non radiative, d'un fluorophore dans un état excité (le donneur) a un second fluorophore
(I'accepteur). Il en résultera dés lors, une diminution du signal de fluorescence du donneur et
une augmentation de 'émission de fluorescence de l'accepteur. Cette technique est largement
utilisée pour I'étude en temps réel dans des cellules vivantes des variations d’AMPc (biosenseurs
FRET basés sur Epac principalement ou de I'activité PKA (sonde AKAR, protéine recombinante
portant un site consensus de phosphorylation par la PKA et un domaine de reconnaissance des
acides aminées phosphorylés) (259-261).

Le BRET (bioluminescence resonance energy transfer) est une application également
fondée sur le principe du transfert d’énergie. La principale différence avec le FRET est que
I'énergie du «donneur» provient d'une molécule bioluminescente, la luciférase, qui va émettre
des photons, non pas en réponse a une excitation lumineuse (comme la GFP green fluorescent
protein), mais lorsqu’elle sera mise en présence de son substrat, la coelenterazine. In vitro, cette
réaction catalytique produit une lumiere bleue avec un pic d'émission a 480 nm. Ces photons
sont alors transférés sur une molécule fluorescente qui va émettre une fluorescence si les
conditions de proximité et de géométrie pour un transfert d’énergie sont remplies.

L’excellente compatibilité de la luciférase et de I'YFP (citrine) en fait un couple trés utilisé
pour I'étude des interactions protéiques. Pour cela, les protéines d’intérét sont fusionnées a la
rénilla-luciférase ou la citrine avant d’étre exprimées dans la cellule. En absence de toute
interaction, l'ajout de coelenterazine sur des cellules co-exprimant les deux protéines
recombinantes se traduit par un spectre d’émission avec un pic centré a 480 nm (excitation de la
luciférase seule). Toutefois, si les deux protéines sont en interaction un deuxiéme pic
caractéristique du BRET apparait aux environs de 530 nm. Ce pic correspond a I'émission de la

YFP excitée par le transfert d’énergie provenant de la réaction enzymatique (figure 27).
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Figure 27 : principe du BRET.

En présence de coelenterazine H, la luciférase (Rluc) émet un signal bioluminescent de 480 nm. Si elle est
suffisamment proche d’'une protéine YFP (ou citrine), une partie de ce signal va étre transféré a cette
derniére, avec émission d’'un nouveau signal de 530 nm. On peut alors étudier en temps réel les
intéractions entre protéines, en les flanquant respectivement de Rluc ou citrine.

3.1.2 Description et fonctionnement du plasmide CAMYEL

Dans le cas présent, un plasmide a été construit en flanquant de chaque c6té d’'une protéine
Epacl tronquée contenant un domaine de liaison a '’AMPc, une protéine de citrine en région N-
terminale et une luciférase en région C-terminale (figure 28).

Ce plasmide a été modélisé en 2007 par Jiang et al (262). Il a été réutilisé depuis pour
identifier des microdomaines membranaires et cytosoliques et y associer des patterns différents
d’expression de PDE (228) ; puis comme outils de design d’inhibiteur d’EPAC (263,264).

Dans ce travail, je me suis servie de ce plasmide pour dans deux situations :

- d'une part, pour étudier en temps réel les effets d'une stimulation par 2 agonistes
différents (PTH et PGE2) en présence ou non d'un inhibiteur des PDE4 (rolipram) sur la
concentration d’AMPc intracellulaire, en observant les variations du signal BRET (partie
1 du chapitre Résultats)
d’autre part, pour caractériser fonctionnellement 'effet de mutations de PDE4D, en
étudiant en temps réel la dégradation de ’'AMPc dans des cellules transfectées avec un

plasmide sauvage ou muté PDE4D (partie 3 du chapitre Résultats)
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Figure 28 : description du plasmide Camyel.

A T'état basal, sans AMPc généré, la protéine générée par le plasmide est dans une conformation fermée, la
citrine et la luciférase étant suffisamment proches pour qu’'en présence de coelenterazine, il existe un
transfert de bioluminescence de la luciférase a la citrine générant I’émission d'une onde de 530 nm. En
présence d’AMPc, qui vient sur fixer sur le CNBD, la protéine Epac prend une conformation ouverte,
écartant la citrine de la luciférase, qui émet alors une onde de 480 nm en présence de coelenterazine. A la
décroissance d’AMPc, Epac va se refermer, la citrine et la luciférase se rapprocher, avec nouveau signal
autour de 530 nm. L’étude en temps réel de ces signaux lumineux permet d’estimer la concentration
d’AMPc dans la cellule.

3.1.3 Protocole expérimental

3.1.3.1 Etude en temps réel de la concentration d’AMPc sur cellules entiéres

De la méme fagon que pour les études de 'activité CRE-luciférase, 200 000 cellules HEK293
étaient ensemencées a J0 dans des plaques 24 puits enduites de polyallylamine. A ]J1, les cellules
étaient transfectées de facon transitoire en utilisant le réactif de transfection XtremeGENE
(Roche) selon les instructions du fournisseur avec 250ng d’ADN plasmidique par
puits (plasmide Camyel ou pcDNA3). A ]2, les cellules étaient carencées en changeant le milieu
par du DMEM avec 0,5% de sérum de veau feetal.

A ]3, les cellules étaient trypsinées et redéposées en plaque 96 puits (environ 7000 cellules
par puits) puis le substrat de la luciférase, de la coelenterazine H, était rajouté (2,5 pM final).

Une premiere mesure de BRET était alors réalisée apres 5 minutes d’incubation a température
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ambiante a I'état basal, puis apres stimulation, le signal de BRET était mesuré de facon répétée, 1
fois par minute pendant 1 heure, dans un luminomeétre automatisé Mithras (Berthold).
Conjointement, une courbe standard de signal BRET a été réalisée avec différentes dilutions de
8-bromo-AMPc, permettant de rapporter l'intensité de signal BRET a une concentration d’AMPc

dans les échantillons.

3.1.3.2 Etudes fonctionnelles des mutations de PDE4D

Les plasmides utilisés pour les transfections étaient le plasmide Camyel, et le plasmide
d’expression pcDNA3.1 contenant les séquences codantes de la PDE4D3 humaine sauvage, ou
mutée en position S190A (dans I'UCR1), toutes deux taggées a leur extrémité C-terminale par un
épitope hémagglutinine (constructions fournies par N. Dumaz).

A']0, je disposais en plaque de 24 puits 100 000 cellules CHO par puits, que je transfectais
avec 300ng d’ADN plasmidique a J1 (Camyel 150 ng + plasmide PDE4D sauvage ou avec
mutation S190A 150 ng) a l'aide du réactif XtremeGENE (Roche) selon les instructions du
fournisseur.

A ]J3, les cellules étaient trypsinées et redéposées en plaque 96 puits (environ 7000
cellules par puits) puis mises en contact avec 2,5 pM de coelenterazine H, 5 minutes a
température ambiante. Une premiere mesure de BRET a I'état basal était faite puis les cellules
étaient mises en contact avec différentes concentrations de 8-bromo-AMPc en présence ou non
de rolipram : le signal de BRET était mesuré de facon répétée, 1 fois par minute pendant 1 heure,

dans un luminometre automatisé Mithras (Berthold).

3.2 Pull-down Rapl

3.2.1 Principe

Une méthode pour étudier la voie d’Epac apres stimulation d’'un RCPG consiste a mettre en
évidence la forme active de Rapl, a savoir liée au GTP. Pour ce faire, nous avons utilisé le kit
Active Rap1 Pull-down (ThermoScientific), qui utilise un systéme de colonne d’élution éliminant
les protéines liées au GDP. Ainsi, aprés stimulation de cellules, et récupération des échantillons
protéiques, ces derniers peuvent étre passés sur colonne, afin de récupérer uniquement les
protéines liées au GTP, puis de réaliser un Western Blot avec immunomarquage par un anticorps

anti-Rap1.
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Figure 29 : principe du pull-down Rap1.

L’étape 1 consiste a déposer sur la colonne imprégner de résine glutathion les échantillons mélangés a une
protéine cible de Rap1 (GST-RalGDS-RBD). L'étape 2 est une étape de lavage ou les protéines non GTPase,
et les GTPase liées au GDP sont éliminées. L’étape 3 est une étape d’élution ou les GTPase liées au GTP
sont récupérées, cet échantillon pouvant étre utilisé pour un Western Blot avec Ac anti-Rap1.

3.2.2 Protocole expérimental

Comme pour les autres expériences de Western Blot, les HEK293 étaient platées a J0 (1x106
cellules en plaques 6 puits), carencées a J2 et stimulées puis lysées a J3.

Apreés lyse cellulaire et dosage des échantillons, ces derniers étaient passés sur les colonnes
selon les instructions du fournisseur du kit. La derniere étape d’élution est réalisée avec un
tampon de type Laemmli.

Le Western Blot était réalisé avec un gel de séparation a 12% d’acrylamide/bisacrylamide.
Apres dépot des échantillons, la migration était réalisée a 25A pendant 2 heures en centrant le
marqueur de 24 kDa, et le transfert a 65V pendant 1 heure.

L’étape de blocage utilisait du TBST avec 3% d’albumine, a température ambiante pendant
2h, puis l'incubation de I'anticorps primaire anti-Rap1 du kit se faisait sur une nuit a 4°C avec
une dilution au 1/1000¢me dans du TBST avec 5% d’albumine et 0,1% de NaN3. L’incubation de
I'anticorps secondaire marqué a I'HRP avait lieu a température ambiante pendant 1h au
1/5000¢me dans du TBST avec 5% d’albumine.

Pour la révélation, on utilisait le kit SuperSignal West Pico (Pierce) avec lecture en

chemiluminescence sur le LAS4000.
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Résultats
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1. ETUDES IN VITRO DE LA MODULATION DE LA
VOIE DE L'AMP CYCLIQUE PAR LES PDE4

1.1 Introduction

Le récepteur PTHR1 régule les effets de la PTH sur le métabolisme phosphocalcique au
niveau du rein et du PTHrp sur le développement de I'os endochondral au niveau du cartilage de
croissance (81). Dans 'acrodysostose avec résistance hormonale, par mutations de PRKARIA
(acroR1a) réprimant l'activité de la PKA, il est facile d’expliquer l'existence d'une dysplasie
osseuse (résistance osseuse au PTHrp) et de résistance hormonale (notamment rénale a la PTH).
En revanche, dans l'acrodysostose sans résistance hormonale, due a des mutations de PDE4D
(acroPDE), les patients présentent des anomalies squelettiques semblables a celles de I'acroR1a,
mais trés rarement d’autres résistances hormonales suggérant que le signal PTHrp est altéré
dans la plaque de croissance alors que le signal PTH est conservé dans le tubule rénal (48).

Une des hypothéses quant aux mécanismes expliquant ce phénomene, est que la régulation
de la signalisation de ’AMPc par les PDE varie en fonction du type cellulaire, de 'agoniste et de
I'intensité du signal généré. Ainsi, apres la liaison de I'agoniste a son récepteur, le signal peut
engendrer une augmentation variable des taux d’AMPc (fonction de la concentration du ligand,
du nombre de récepteur, d’adénylate cyclase...), avec notamment des gradients différents au
sein de plusieurs compartiments intracellulaires. On peut alors envisager que l'activité PDE4D
atténuerait un signal modéré, correspondant a une augmentation modérée de la concentration
d’AMPc, mais n’aurait que peu de conséquences sur un signal important. Dans ce cas, des
mutations activatrices de la PDE4D pourraient entrainer des résistances a certaines hormones et

pas d’autres.

Afin de tester cette hypothése, nous avons donc dans cette premiere partie comparé
I'implication des PDE (notamment les PDE4) dans la stimulation par différents agonistes de deux
modeles cellulaires dont les réponses a ces ligands sont tres différentes :

- des fibroblastes cutanés obtenus apreés biopsie de peau chez trois adultes témoins

- et une lignée cellulaire HEK293 surexprimant par transfection stable le PTHRI,

dénommée HEKpthr.

Pour ce faire, nous avons opté pour une technique indirecte, puisque nous avons observé les
effets de I'inhibition des PDE (globale par I'IBMX ou spécifique des PDE4 par le rolipram) sur la

transduction de différents signaux générés par le couplage agoniste/GPCR. Dans la mesure ou la
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signalisation via PTHR1 est fortement impliquée dans la physiopathologie de I'acrodysostose,
nous avons comparé les effets de la stimulation par PTH par rapport a ceux par d’autres ligands
(PGE2 et isoprotérénol) couplés a des GPCR. Nous avions besoin de cellules validées dans
I'exploration de la signalisation par les GPCR et connues pour répondre modérément a la PTH et
plus intensément a la PGE2 (les fibroblastes), et d’autres répondant intensément a la PTH et
moins a la PGE2 (les HEKpthr) (253,265).

Les résultats sont présentés dans l'article « Modulation by PDE4 of GPCR-cAMP-PKA
pathway depends on the cell type and intensity of the initial ligand-induced stimulus :
Implications for the pathogenesis of acrodysostosis without hormone resistance », soumis a
Molecular and Cellular Endocrinology. Cet article explore I'hypothese que l'activité PDE4D
atténue des signaux modérés, alors que son implication est limitée pour des signaux forts,

entrainant des résistances a certaines hormones liées a des RCPG, et non a toutes.
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ABSTRACT

In acrodysostosis without hormone resistance, a disease caused by phosphodiesterase
(PDE)-4D mutations, increased PDE activity leads to bone developmental defects but normal
renal responses to PTH. To identify potential mechanisms for these disparate responses, we
compared the effect of PDE activity on hormone signaling through the GPCR-Gsa-cAMP-
PKA pathway in cells from two lineages, HEK-293 cells stably overexpressing PTH1R
(HEKpthr) and human dermal fibroblasts, including studies evaluating cAMP levels using an
Epac-based BRET-sensor for cAMP (CAMYEL). For ligand-induced responses inducing
strong cAMP accumulation, the inhibition of PDE4 activity resulted in relatively small further
increases. In contrast, when ligand-induced cAMP accumulation was of lesser intensity, the
inhibition of PDE4 had a more pronounced effect. Similar results were obtained evaluating
downstream events (cellular CREB phosphorylation and CRE-luciferase activity). Thus, the
ability of PDE4 to modulate signaling through GPCR-cAMP-PKA pathways depends on the

cell type and stimulus intensity.

Keywords

cAMP, PDE4D, acrodysostosis, BRET, inhibition, hormonal response
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Highlights:

v' The strength of the signal initiating ligand-induced cAMP accumulation is inversely
correlated to the extent that inhibition of PDE4 further increased cAMP accumulation and
signaling

v The intensity of ligand-induced signaling through a given GPCR is cell type dependent

v' The intensity of the initial stimulus is a major determinant of the ability of PDE4 to
attenuate the subsequent response

v' Thus, PDE4D mutations resulting in inappropriately increased activity may impair some,
but not all, responses transmitted through GPCR-Gsa-PKA pathways in a cell type

dependent manner.

Abbreviations:

acrodysostosis with hormone resistance: ACRDYS1; acrodysostosis without hormone
resistance: ACRDYS2; human embryonic kidney (HEK)-293 cells stably overexpressing
PTH1R: HEKpthr; Exchange protein directly activated by cAMP: Epac; bioluminescence

resonance energy transfer: BRET; Epac-based BRET-sensor for cAMP: CAMYEL
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Acrodysostosis refers to a group of rare skeletal dysplasias whose features include
short stature, severe brachydactyly, facial dysostosis, and nasal hypoplasia 2 Two forms of
the disease are now recognized, acrodysostosis with hormone resistance (ACRDYS1)
(OMIM 101800) and acrodysostosis without hormone resistance (ACRDYS2) (OMIM
614613), and which are caused by mutations in the genes coding for the cAMP—dependent
protein kinase type 1a regulatory subunit protein (PRKAR1A) and phosphodiesterase (PDE)
4D, respectively °. Several features of acrodysostosis are also seen in pseudo-
hypoparathyroidism type 1a (PHP1a), including similar skeletal abnormalities (so-called
Albright’'s hereditary osteodystrophy) and hormonal resistance; PHP1a is caused by
inactivating mutations in the GNAS gene, which encodes the stimulatory G-protein alpha
subunit (Gsa) *.

All of the proteins implicated in the pathogenesis of these diseases participate in
responses to hormones binding G-protein coupled receptors (GPCR) that signal through
Gsa, and which activate protein kinase A (PKA) as part of their downstream actions °. In
acrodysostosis with hormone resistance, all patients studied have mutations in the PRKARIA
protein that result in the impairment of cAMP binding to this PKA regulatory subunit, resulting
in reduced PKA activity °. In this situation, it is easy to explain the occurrence of both skeletal
abnormalities [likely resulting from impaired signaling by parathyroid hormone-related protein
(PTHrP) through the PTH1R], and hormonal resistance [resulting, for example, from impaired
signaling by parathyroid hormone (PTH) and thyroid stimulating hormone (TSH) through their
respective receptors in kidney and thyroid). Similarly, in PHP1a, the loss-of-function
mutations in GNAS directly decrease Gsa activity, leading to decreased cAMP production
and PKA activity, and resulting in both developmental defects and hormone resistance.

The PTH1R, a GPCR that uses Gsa/adenyl cyclase/cAMP/PKA as a major signaling
pathway, mediates both the actions of PTH and PTHrP, and thus regulates the renal effects
of PTH on mineral metabolism and the effects of PTHrP on endochondral bone development.

In the case of acrodystosis without hormone resistance, the presence of skeletal

abnormalities whose characteristics and severity are indistinguishable from those seen in
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acrodysostosis with hormone resistance strongly supports the idea that during development
signaling by PTHrP through the PTHR-cAMP-PKA pathway is also attenuated, and would
presuppose that the mutations in PDE4D observed in this disease result in inappropriately
increased PDE activity. It is known that many splice variants of PDE4D require activation by
PKA-induced phosphorylation”®. Based on the location of PDE4D mutations occurring in
acrodysostosis without hormone resistance, it has been suggested that they make PDE4

insensitive to PKA regulation '

, Whereas mutations that would inactivate PDE4D (e.g.,
nonsensense mutations, deletions, or mutations disrupting the catalytic site) have not been
described. Another group, however, reported that PDE4D mutations causing acrodysostosis
without hormone resistance resulted in impaired enzyme activity, and that the observed
phenotype resulted from an over-compensatory increased expression of other PDE4
isoforms '"'2. Thus, although the precise nature of the effect of PDE4 mutations in this
disease remains controversial, all evidence favors the conclusion that global PDE activity is
inappropriately increased.

The reason that increased PDE activity in acrodysostosis without hormone resistance
leads to developmental defects but apparently normal responses to hormones is not fully
understood, although several potential explanations have been advanced ", including: i)
the absence of expression of PDE4D in some hormone-responsive tissues, ii) differences in
the subcellular localization of PDE4D in hormone responsive tissues such that its activity can
influence responses to some but not other hormones, iii) changes in the expression of other
PDE4D isoforms or other PDE family members in some tissues that compensate for the
abnormalities induced by the PDE4D mutations, and iv) paradoxical increases in PKA activity
in the subset of PKA enzymes in close association with impaired PDE4D mutants, leading to
inappropriate phosphorylation of other components of the signaling pathway (e.g., hormone
receptors) that negate hormone resistance. PDE4D is known, however, to be widely
expressed, including tissues (e.g., kidney and thyroid) that are targets for hormonal
14,15

responses affected in acrodysostosis with hormone resistance , and no direct

experimental data supporting any of the above-mentioned hypotheses is available.
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An alternative hypothesis is based on the possibility that even under normal
conditions, the intensity of the initiating hormone-dependent intracellular signal immediately
following stimulation with an agonist determines the extent that PDE4D can modulate
downstream events. For the purposes of this study, the hormone-dependent signal refers to
the intracellular concentration of cAMP immediately (l.e., within the first minutes) following
the exposure of cells to a ligand interacting with GPCRs expressed by that population. As
such, this response can be modulated by numerous factors, including the concentration of
the ligand, the number, affinity and activity of receptors, Gs proteins and adenyl cyclases,
and the presence of catalytically active phosphodiesterases. According to this hypothesis,
PDE4D activity could attenuate initially weak signals (resulting, for example, from exposure
to low concentrations of ligand or expression by the cells of few receptors), but would have
less effect on initially strong signals, explaining why PDE4D mutations resulting in
inappropriate increases in PDE activity would result in resistance to some, but not all,
hormone responses. To test this hypothesis, we have compared the effect of inhibition of
PDE activity on signaling induced by several hormones (PTH, PGE2, isoproterenol) through
the GPCR/Gsa/adenyl cyclase/cAMP/PKA pathway in two cell types with widely divergent
responsiveness to these ligands from two different cell lineages: human embryonic kidney
(HEK)-293 cells stably overexpressing PTH1R (HEKpthr) and human dermal fibroblasts. Our
findings support the idea that the ability of PDE4 to modulate these responses is indeed
dependent on the intensity of cAMP accumulation following hormone-dependent stimulation.
Thus, unlike mutations in Gsa and PRKAR1A causing acrodysostosis syndromes, which
impair hormone induced responses regardless of their intensity, PDE4D mutations would be
expected to impair some, but not all, responses, thereby potentially explaining the presence

of acrodysostosis without renal resistance to PTH.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents

Reagents were obtained from the following companies: Teriparatide parathyroid hormone
(PTH 1-34) (Eli Lilly, Indianapolis, IN); prostaglandin E2, rolipram (4-[3-(cyclopentyloxy)-4-
methoxyphenyl]-2-pyrrolidinone), IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine), 8-Bromoadenosine
3,5-cyclic monophosphate, coelenterazine-h, milrinone (6-methyl-2-oxo-5-pyridin-4-yl-1H-

pyridine-3-carbonitrile), and isoproterenol (Sigma Aldrich, Saint-Louis, MO).

Cell culture

HEK-293 cells stably overexpressing PTH1R were kindly provided by Peter Friedman'®, and
referred to as HEKpthr cells. Normal human dermal fibroblasts were grown from forearm skin
biopsies obtained from three adult subjects (531, 539, 540). All experiments on fibroblasts
were performed using these three primary cell cultures between the 5™ and 14™ passage.
Unless otherwise indicated all cells were grown in Dulbecco's Modified Eagle's medium
(DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM I-glutamine, 100 U/ml penicillin,
and 100 pg/ml streptomycin (complete medium) and maintained in a humidified atmosphere

containing 5% CO..

Measurement of intracellular cAMP accumulation

HEKpthr cells and fibroblasts were plated at 8x10* and 2x10° cells/well, respectively, in 24-
well plates and grown for 48h in complete medium. Cells were then starved by culture for
24h in DMEM containing 0.5% FBS, pre-incubated or not for 5 min at 37°C with 50 yM
rolipram or 50 yM milrinone, and stimulated with varying concentrations of PTH(1-34), PGE2,
or isoproterenol for 5 min at 37°C. The plates were then put on ice, and the cells were
washed with cold PBS and lysed in 300 pl iced absolute ethanol for 1 hour at 4°C. The
lysates were transferred to Eppendorf tubes, dried by overnight incubation at 37°C, and
resuspended in 150 pl of assay buffer as described . The amount of cAMP present was

measured by immunoassay using the cAMP Biotrack Enzymeimmunoassay System
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(Amersham Pharmacia Biotech, GE HealthCare, Little Chalfond, UK) according to the
manufacturer's instructions. Optical density was determined at 450 nm using a plate reader
(Victor Multilabel, Perkin Elmer, San Jose). The amount of cellular protein present in parallel
24-well cultures was determined using the Bio-Rad Protein Assay kit (Biorad, Hercules, CA)
and bovine serum albumin as a standard, and results were expressed as fmol cAMP/ug cell

protein.

Evaluation of the kinetics of cAMP accumulation using a cAMP bioluminescence
resonance energy transfer (BRET) sensor

Transfections were performed in 24-well plates that had been previously coated with poly-
allylamine by adding 0.25 ml of a 0.1g/l solution in sterile water to each well, leaving the
plates at RT for 15 min, and washing each well with sterile water (x3) and PBS (x2). HEKpthr
cells were then plated at 2x10° cells/well in 0.5 ml complete medium. After culture overnight,
cells were transfected by adding 250 ng of the YFP-Epac-RLuc cAMP BRET sensor
(CAMYEL) plasmid '® and 2 pl X-treme GENE DNA transfection reagent (Roche, Penzberg,
Germany) in 25 pyl OPTIMEM Culture medium (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf,
France). Twenty-four h later, medium was replaced with DMEM containing 0.5% FBS, and
incubation continued for 24h to “starve” the cells. The cells were then trypsinized, washed,
and suspended in 0.5 ml PBS per well. The cells from three wells were pooled, and re-plated
in 96-well plates by adding 90 pl of the cell suspension/well. Coelenterazine-h was added (10
pl of a 50 pM solution) and plates were incubated for 30 min at room temperature. Cells were
then pretreated or not with 50 pM rolipram and stimulated with various doses of PTH and
PGE2. The BRET ratios were calculated by measuring simultaneously the emission at 535
and 460nm using a Mithras LB940 plate reader (Berthold Technologies) ®'". The BRET ratios
were calculated as previously described ®'’. Measurements were made prior to adding ligand
and at regular intervals after the addition of ligand, beginning at 1 min. To generate a
standard curve, identically prepared cells were treated with serial 10-fold dilutions of 8-Br

cAMP (10° — 10° M, final concentration) in the presence of 10 uM IBMX, the BRET ratio
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measured at 60 min was recorded, and these values were fitted to a sigmoid curve with
variable slope. For the results shown, BRET ratios were converted to their equivalent 8-Br

cAMP concentrations using the standard curve.

Measurement of CREB phosphorylation by western blotting

HEKpthr cells and fibroblasts were plated at 1x10° cells/well in 24-well plates. Twenty-four h
later, medium was replaced with DMEM containing 0.5% FBS, and incubation continued for
24h to “starve” the cells. Medium was then removed, the cells were washed once with PBS,
and incubated for 20 min at 37°C in 0.2 ml Hank’s balanced salt solution containing 10 mM
Hepes buffer and 0.1% bovine serum albumin (stimulation medium) with or without 50 yM
rolipram. Fifty pl of stimulation medium containing varying amounts of PTH or PGE2 was
added, and the incubation was continued for 20 min, after which the plates placed on ice.
The cells were washed with cold PBS, 200ul of lysis solution [50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150
mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.2 mM NaF, 0.2 mM NazVO,, 1% triton X-100, 1% complete EDTA-

free protease inhibitor cocktail (Roche)] """

was added, the wells were scrapped. The lysate
transferred to Eppendorf tubes, vortexed, incubated for 5min at 95°C, and conserved at -
20°C. Western blotting was performed following standard procedures. Briefly, proteins were
separated by electrophoresis into 12% acrylamide/bisacrylamide separation gels at 30A for 2
hours, and proteins were transferred onto nitrocellulose membranes at 65V for 1 h.
Membranes were incubated overnight at 4°C in Odyssey blocking buffer (Li-Cor, Lincoln, NE)
containing a 1/1000 dilution of a rabbit monoclonal antibody recognizing CREB
phosphorylated at Ser 133 (Cell Signaling Technology) or a 1/4000 dilution of a mouse
monoclonal antibody recognizing actin (Millipore, St Quentin en Yvelines) monoclonal
antibodies. Following washing, the membranes were incubated for 10 min at room
temperature with a 1/750 dilution of peroxidase-conjugated anti-rabbit or goat anti-mouse
IgG (H + L) (Millipore, St Quentin en Yvelines) in Odyssey blocking buffer using a SNAP

protein detection system (Millipore, St Quentin en Yvelines). Western blots were developed

using the SuperSignal West Femto Substrate (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
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MA). Bands were recorded using a LAS-4000 Imaging System (Fuji, GE Healthcare Europe

GmbH, Velizy-Villacoublay), and quantified using ImagedJ software.

Measurement of PKA activity using a CRE-luciferase reporter assay

Polyallylamine coated 24-well plates were prepared as described above. HEKpthr cells were
then plated at 8x10* cells/well in 0.5 ml complete medium. After culture overnight, cells were
transfected by adding 250 ng of the pCRE-Luc plasmid (Stratagene), 25 ng of the pRL-TK
plasmid (Promega) and 2 ul X-treme GENE DNA transfection reagent in 25 yl OPTIMEM
Culture medium. Twenty-four h later, medium was replaced with DMEM containing 0.5%
FBS, and incubation continued for 24h to “starve” the cells. The medium was removed and
replaced with 0.3 ml complete medium containing or not 50 yM rolipram or 50 yM milrinone.
The cells were stimulated by adding 50 pl of complete medium containing various
concentrations of PTH(1-34), PGE2 or isoproterenol. Following a 5h incubation at 37°C,
wells were washed once with PBS, 100 pl of lysis buffer was added, and left at room
temperature for 15 min while protected from light. Lysates were transferred to Eppendorf
tubes after gentle scraping, centrifuged (14000 rpm; 5 min), and supernatant was recovered.
Aliquots (20 ul) of each supernatant were transferred in duplicate to 96-well plates, and
luciferase activity was measured using reagents in the Pierce Renilla-Firefly Luciferase Dual
Assay Kit (Thermo Fisher) according to the manufacturer’s instructions and a Centro LB960
microplate luminometer (Berthold Technologies). Results are presented as the ratio of firefly

to Renilla luciferase activity.

RT-gPCR

Fibroblasts and HEKpthr cells were grown to near confluence in 24-well plates, washed with
PBS, trypsinized and centrifuged. Total RNA was extracted from the cell pellets using Qiazol
lysis reagent followed by RNEasy MinElute CleanUp kit (Qiagen, Venlo, NL) according to the
manufacturer’s instructions. RNA was quantifed using a Nanodrop spectrophotometer

(Thermo Scientific), and 1 pyg was reverse transcribed into cDNA using the RevertAid H
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Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) according manufacturer’s
recommendations. Quantitative real-time PCR was performed in the 7500 Fast Real-time
PCR system (Applied Biosystems) in 96-wells plates using Power SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), 2 uM each primers, and 2 ul of cDNA (final volume 10 pl). Cycling
parameters were as follows: denaturation at 95°C x 10 min followed by 40 cycles of 95°C —
20 sec; 60°C — 1 minute. Melting curves for all products were assessed over the temperature
range of 50 to 95°C. The primers used were as follows: GAPDH (5-
GAGAAGGCTGGGGCTCAT) and (5 TGCTGATGATCTTGAGGCTG); PDE4D (5-
GGAGATAAGCCCCATGTGTGA) and (5-CTATGAAGCCCACCTGTGATTTT); Gsalpha (5'-
AAGGACAAGCAGGTCTACCG) and (5- TCTGCTTCACAATGGTGCTT); CREB (5'-
TGTAACGGTGCCAACTCCAA) and (5-TAGTACCCGGCTGAGTGGCT); PRKAR1A (5'-
ATGTTAACAATGAATGGGCAA) and (5-ATTCCTCATACATCTTCCGCT). Results were
evaluated using the comparative Cr (AACr) method 2°, with GAPDH serving as the

endogenous control. Results are expressed relative to the amount in HEKpthr cells.
Statistical analysis

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism software. Continuous data are

expressed as mean = SEM unless otherwise stated.
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RESULTS
Effect of inhibition of PDEs on ligand-induced cAMP accumulation in HEKpthr cells
and fibroblasts
To begin to evaluate the hypothesis that the intensity of cAMP accumulation following
stimulation with an agonist determines the extent that PDE4D can modulate the response,
we performed dose-response curves for HEKpthr cells in the absence of PDE inhibitors to
identify concentrations of GPCR ligands that resulted in either strong [121.5 nM PTH(1-34)]
or modest (1 yM PGE2 and 0.1 uM isoproterenol) levels of cAMP accumulation. Cells were
then stimulated with these ligand concentrations to evaluate the impact of pretreatment with
the PDE4 inhibitor rolipram %' or the PDE3 inhibitor milrinone # on these responses.
Pretreatment with PDE inhibitors did not significantly change basal cAMP levels. As
shown in Figure 1, HEKpthr cells showed a 134-fold increase over basal in cAMP in
response to PTH(1-34), and cAMP levels increased only an additional 2.6-fold in cells
pretreated with rolipram. Non-pretreated HEKpthr showed smaller increases in response to
PGE2 and isoproterenol (5-fold and 2-fold increases over basal, respectively), but cAMP
levels increased to a considerably greater extent in rolipram-pretreated cells (25-fold and 9-
fold, respectively). The PDE3 inhibitor milrinone had substantially smaller effects on cAMP
levels than rolipram [1.3-fold, 3.4-fold and 1.6-fold increases over that seen in non-pretreated
cells, respectively for PTH(1-34), PGE2 and isoproterenol].

The responses of primary human fibroblasts to the same doses PTH(1-34) and PGE2
was quite different from that observed for HEKpthr cells. In the absence of PDE inhibitors,
cAMP levels in response to 121.5 nM PTH(1-34) increased only 1.2-fold over basal in normal
human fibroblasts (Figure 2, p>0.1), but following pretreatment with rolipram, PTH induced a
9-fold increase in cAMP levels compared to levels observed in non-pretreated cells. In
contrast, non-pretreated primary human fibroblasts demonstrated a brisk 140-fold increase in
cAMP levels in response to 1 uM PGE2. Following preincubation of fibroblasts with rolipram,
PGE2-induced cAMP levels increased only 1.2-fold compared to levels observed in non-

pretreated cells.
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As summarized in Figure 3, these results indicate that in cases where the ligand
induced only a small increase in cAMP levels in non-pretreated cells, rolipram pretreatment
led to a substantial further increase in cAMP levels, whereas in situations in which ligand
induced a pronounced increase in cAMP levels in non-pretreated cells, the addition of
rolipram had a smaller impact. This effect did not appear to be dependent on the GPCR
agonist used or restricted to a single cell type, because strong and weaker effects of rolipram
on cAMP accumulation were observed in response to both PTH and PGE2, and occurred in
both HEKpthr and fibroblasts. Thus, these results are consistent with the idea that that the
extent that a given cell type responds to a ligand has important bearing on the effect

produced by PDE inhibition.

The ability of PDE4 to influence cAMP accumulation in HEKpthr cells depends on the
concentration of ligand used to stimulate the cells
If the intensity of cAMP accumulation following stimulation with an agonist determines
the extent that PDE4D can modulate the response, it would be anticipated that pretreatment
with a PDE4 inhibitor would have greater impact on cAMP accumulation following stimulation
with low doses of an agonist than those inducing maximal stimulation. To test this idea, we
evaluated the kinetics of cAMP accumulation in HEKpthr cells in response to serial 10-fold
dilutions of PTH(1-34) and PGE2 using an Epac-based BRET sensor for cAMP (CAMYEL) "
, thereby permitting the evaluation of ligand concentrations that produced a range of
responses to both ligands.
For cells not pretreated with rolipram, exposure to increasing concentrations of PTH(1-
34) and PGE2 led to a progressive increase in cAMP accumulation (Figure 4). Several
minutes were required to reach maximal levels of cAMP, and this occurred more quickly in
cells stimulated with higher concentrations of agonist. Pretreatment of cells with rolipram led
to an increase in cAMP accumulation in all cases, but a somewhat longer interval was
required to reach maximal cAMP levels in rolipram-pretreated cells. The levels of cAMP

remained near maximal for a longer period of time in rolipram-pretreated cells.
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Of particular interest for this study was the relationship between the maximal
accumulation of cAMP in non-pretreated cells and the extent that rolipram increased maximal
cAMP levels. To evauate this, for each of the 20 individual experiments where cells were
stimulated with a given concentration of ligand in the presence and absence of 50 pM
rolipram, we plotted the fold-increase in peak cAMP levels resulting from rolipram-
pretreatment as the function of the peak concentration of cAMP measured in non-pretreated
cells. As shown in Figure 5, a significant inverse correlation between these two parameters
was observed (Spearman r = -0.89, p<0.0001). The relationship between these two
parameters was generally similar following stimulation with PTH(1-34) and PGE2, and a
significant inverse correlation was observed when responses to the two ligands were
evaluated separately [Spearman r: PTH(1-34), -0.75, p<0.01; PGE2, 0.92, p<0.002]. The
inverse relationship observed here is similar to that seen when different cell types were
stimulated with the same concentrations of GPCR ligands (Figure 3), and further supports
the hypothesis that that the extent that a given cell type responds to a ligand has important

bearing on the ability of PDE4 to influence cAMP accumulation.

cAMP-induced phosphorylation of CREB in response to PTH and PGE2
Following its activation, an important effect of the cAMP-dependent protein kinase (PKA) is
the phosphorylation of the cAMP response element-binding protein (CREB), a step
necessary for the activation of this transcription factor. In the absence of pretreatment with
the PDEA4 inhibitor rolipram, the amount of phosphorylated CREB (pCREB) in both HEKpthr
cells and fibroblasts increased after stimulation with PTH and PGE2 (Table I). Consistent
with the extent that the stimulation with these ligands increased cAMP levels, the increase in
pCREB in response to PTH was significantly greater in HEKpthr cells than in fibroblasts,
whereas the increase in pCREB in response to PGE2 was significantly greater in fibroblasts
than in HEKpthr (p<0.02 for both comparisons).

We also evaluated the effect of rolipram or milrinone treatment on CREB

phosphorylation induced by PTH and PGE2 in HEKpthr and fibroblasts (Figure 6). The
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results showed that for responses that resulted in strong increases in pCREB in non-
pretreated cells (PTH-induced pCREB in HEKpthr and PGE2-induced pCREB in fibroblasts),
pretreatment of cells with rolipram further increased the response by only 0.2-fold and 0.6-
fold, respectively (Figure 6B). For responses that resulted in more modest increases in
pCREB in non-pretreated cells (PGE2-induced pCREB in HEKpthr and PTH-induced pCREB
in fibroblasts), pretreatment of cells with rolipram further increased the response by 2-fold
and 3-fold, respectively. Thus, in accordance with our results on cAMP accumulation, the
extent that the inhibition of PDE4 increased pCREB was inversely proportional to the extent
that ligand-mediated stimulation increased pCREB in non-pretreated cells. Milrinone had little
effect on agonists stimulation of CREB phosphorylation. The observed changes in CREB
phosphorylation are likely to be the result of PKA activation, although indirect effects of
cAMP on the activity of other kinases cannot be excluded. Nevertheless, these results
indicate that the effect of the PDE4 inhibitor rolipram on cAMP accumulation was reflected by

similar effects on its downstream phosphorylation of CREB.

Ligand-induced PKA activity measured using a Cre-luciferase reporter

The ability of pCREB to bind a cAMP response element (CRE) and increase transcriptional
activity was confirmed in HEKpthr cells by transfecting these cells with a construct carrying
the firefly luciferase gene under control of a CRE located upstream of a minimal promotor,
and evaluating luciferase activity after stimulation with various ligands. In the absence of
pretreatment with PDE inhibitors, the stimulation of HEKpthr cells with all concentrations of
PTH, PGE2 and isoproterenol used led to a significant increase in CRE-Luciferase activity
over that observed in unstimulated cells (Figure 7, left panels). For PGE2 and isoproterenol,
the responses observed for the three concentrations of ligand used were not significantly
different, indicating that maximal increases were obtained with =0.6 pM (PGE2) and =0.2 uM
(isoproterenol), respectively. For PTH(1-34), the response to 0.243 nM (but not the
responses to 2.43 nM and 24.3 nM) was significantly lower than that observed in cells

exposed to 243 nM PTH(1-34) (p<0.05 by ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison
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test), indicating that maximal increases were obtained with =2.43 nM PTH(1-34). Despite
using doses of each of these ligands that induced maximal responses in non-pretreated
cells, the CRE-luciferase activity observed was ligand-dependent [firefly-Renilla ratio: =2.43
nM PTH(1-34), 17.3+1.8, n=15; =20.6 pM PGE2, 7.4+0.9, n=15; =0.2 yM isoproterenol,
1.920.3, n=10; p<0.01 for all comparisons by ANOVA followed by the Newman-Keuls
multiple comparison test].

As observed above for cAMP accumulation and pCREB formation, the extent that
pretreatment of cells with rolipram increased CRE-luciferase activity was inversely
proportional to the extent that the ligand increased maximal CRE-luciferase activity in non-
pretreated cells (Figure 7, right panels). Thus, pretreatment of cells with rolipram increased
maximal CRE-luciferase activity induced by isoproterenol by 3-5 fold, that induced by PGE2
by 2 to 3 fold, and that induced by PTH by <1 fold. Inhibition of PDE3 with milrinone was less
effective than inhibition of PDE4 with rolipram in increasing CRE-luciferase activity,
irrespective of the ligand used.

As indicated above, the stimulation of cells with 0.24 nM PTH(1-34) resulted in
submaximal CRE-luciferase activity for this ligand. In this case, pretreatment of cells with
either rolipram and milrinone led to an increase in PTH-induced CRE-luciferase activity that
was greater than that seen when cells were stimulated with concentrations of PTH that
produced maximal responses (Figure 7B), but these differences did not achieve significance
in this series.

Taken together, our results indicate that the inhibition of PDE4 has a greater impact on
Cre-luciferase activity following stimulation of cells with ligands that induce relatively small
increase in Cre-luciferase in non-pretreated cells. These findings parallel those concerning
cAMP accumulation stimulated by these ligands in HEKpthr cells, and are consistent with the
idea that the amount of cCAMP generated by stimulation with a given ligand, not the nature of
the initiating ligand/receptor interaction per se, determines the extent that rolipram can

further increase the Cre-luciferase activity generated.
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Expression of genes in the cAMP/PKA pathway by HEKpthr cells and fibroblasts

For four genes (GNAS, PRKAR1A, CREB, PDE4D) in the cAMP/PKA pathway, we quantified
the expression of RNA relative to that of the housekeeping gene GAPDH using RT-gPCR,
and evaluated their relative expression in HEKpthr cells and fibroblasts (Table Il). On
average, the expression of Gsa, PRKAR1A and CREB was somewhat lower in fibroblasts
from three normal donors than that seen in HEKpthr cells, but the differences were small,
and did not achieve statistical significance. Because the reduction was generally of similar
magnitude for the three genes, it is possible that =2 fold differences in the expression of
GAPDH comparing HEKpthr and fibroblasts could explain these differences. PDE4D mRNA
was expressed in both HEKpthr and fibroblasts, but was significantly lower in fibroblasts than

in HEKpthr.
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DISCUSSION

To better understand the extent that the inhibition of PDE activity modifies ligand-
induced responses propagated through GPCR-cAMP-PKA pathways, we have compared the
responses to PTH and PGE2 in two different cell types with strikingly different
responsiveness to these ligands, and evaluated the impact of pretreatment with inhibitors of
PDE4 (rolipram) and PDE3 (milrinone). A consistent finding was the observation that in
cases where ligand-induced responses resulted in strong cAMP accumulation, the inhibition
of PDE activity with either rolipram or milrinone resulted in relatively small further increases
in cAMP accumulation. In contrast, when ligand-induced cAMP accumulation was of only
weak or moderate intensity, the pretreatment of cells with PDE inhibitors had a more
pronounced effect, and in cases where the PDE4 and PDE3 inhibitors were compared,
rolipram generally had a more pronounced effect than milrinone. When downstream
signaling events were evaluated, including PKA-induced phosphorylation of CREB and
protein expression driven by pCREB binding to cAMP response elements (CRE), the impact
of PDE inhibitors on these responses faithfully reproduced the differences observed in cAMP
accumulation — a relatively small effect on strong responses, but a greater increase on
initially modest responses. These results demonstrate that the role of PDE4 as a negative
regulator of the cAMP pathway downstream of PTH and PGE?2 is cell type dependent. As
discussed below, these results suggest a mechanism through which inappropriately
increased PDE4 activity could differentially affect signaling through GPCR in different cell
types, as is observed in acrodysostosis associated with mutations in PDE4D.

Members of several PDE families are expressed in both HEK cells and fibroblasts. In
HEK cells, PDE3, PDE4 and PDE10A have been identified as the major PDEs ****, and in
fibroblasts, PDE1, PDE3, PDE4 and PDE7 have been identified . Consistent with these
findings, we found that preincubation of HEKpthr cells with either milrinone or rolipram could
increase ligand-induced cAMP accumulation, CREB phosphorylation and CRE-dependent
protein expression. Similarly, preincubation of fibroblasts with rolipram also increased ligand-

induced CREB phosphorylation. Thus, both PDE3 and PDE4 can regulate the responses to
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PTH, PGE2 and isoproterenol. Nevertheless, the effect of inhibiting PDE4 was generally
greater than that of inhibiting PDE3, and this difference was more prominent in situations
where cAMP accumulation by non-pretreated cells following exposure to high concentrations
of ligand was of only modest amplitude. Several previously described, and non-mutually
exclusive, mechanisms may contribute to these findings:

First, the Km for cAMP of PDE3 is lower than that of PDE4 ***', and therefore PDE3
activity may be subject to saturation at high cAMP concentrations. Consistent with this idea,
Matthiesen and Nielsen ?* found that inhibition of PDE3 increased cAMP following low, but
not high levels of adenylyl cyclase stimulation. In this regard, we observed a greater effect of
PDE3 inhibition on CRE-luciferase activity in HEKpthr cells comparing cells stimulated with
low and maximal doses of PTH(1-34), although an apparently similar effect was seen
following PDE4 inhibition. Furthermore, in other situations where only low levels of cAMP
were produced (e.g., stimulation of HEKpthr cells with isoproterenol), the inhibition of PDE4
had a greater effect on cAMP accumulation and CRE-luciferase activity than the inhibiton of
PDES3, suggesting that factors other than the Km of these PDEs must contribute to the
differences observed in our study.

Second, like other PDEs, PDE3 and PDE4 have numerous isoforms, and can be
localized to specific compartments *2. For example, PDE3, PDE10A (HEK cells) and PDE4B
(HEK cells and fibroblasts) are localized to the plasma membrane, whereas PDE4D appears
to be the dominant PDE in the cytosol of both HEK cells and fibroblasts ?**** As a
consequence, membrane-bound PDEs can deplete cAMP levels in distinct intracellular
locations (e.g., adjacent to plasma membranes), but because their effects may be localized
to a relatively small compartment, have less influence on cytoplasmic cAMP levels, the
compartment where most PKA activity is located ****.

Finally, some isoforms of the cytosolic PDE4D are inactive prior to PKA-induced
phosphorylation 8, and PKA and PDE4D can be co-assembled in macromolecular complexes
through binding to scaffold proteins 3**°. Thus, activation of PDE4D by PKA may occur at

sites where, in the absence of inhibition by rolipram, it is well positioned to attenuate the
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action of cAMP on PKA and, therefore, also diminish downstream signaling events. Further
studies will be required to define the relative importance of these, and potentially other,
factors in determining why inhibition of PDE4 generally had a more substantial impact on
cAMP accumulation and downstream signaling via the PKA pathway than inhibition of PDE3.
Nevertheless, given the consistently observed inverse relationship between the strength of
the signal initiating ligand-induced cAMP accumulation and the extent that inhibition of PDE4
further increased cAMP accumulation and downstream effects, our findings indicate that the
intensity of the initial stimulus is a major determinant of the ability of PDE4 to attenuate the
subsequent response.

This later finding may explain why inappropriately increased PDE activity could affect
some, but not all, ligand-induced responses. As discussed earlier, this situation occurs in
acrodysostosis without hormone resistance, a disease caused by mutations in PDE4D.
There is no consensus concerning the specific effect of these mutations on the function of
PDEA4D, but ultimately they have been found to result in increased PDE activity, and during
embryonic development this inappropriately increased PDE activity attenuates signaling by
PTHrP through the PTHR-cAMP-PKA pathway. Our results offer a possible explanation for
why the same mechanism does not impair signaling by PTH and TSH through the PTHR and
TSHR, resulting in hormone resistance. If the interaction of these hormones with their target
cells generates an intense initial stimulus, our findings suggest that the presence or absence
of PDE activity will have little impact on the resulting downstream signaling. In this regard, it
is known that PTH infusion sharply increases urinary cAMP levels "7, consistent with the idea
that PTH delivers a strong stimulus to this target tissue. Whether these findings obtained in
human embryonic kidney HEK-293 cells and dermal fibroblasts (i.e. cells derived from
mesenchymal precursor cells similarly to chondrocytes and osteoblasts) apply to the in vivo
setting will require further work.

In conclusion, our findings indicate that PDE4D mutations resulting in inappropriately
increased activity would be expected to impair some, but not all, responses transmitted

through GPCR-Gsa-PKA pathways. Further studies will be required to quantify these
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responses in situ in target tissues implicated in the pathogenesis of acrodysostosis
syndromes, but we anticipate that the response to PTHrP in fetal chondrocytes may prove to
be relatively modest in strength, and therefore susceptible to downregulation by PDE4,
whereas responses to PTH and TSH in adult tissues will be more robust, and therefore
relatively independent of PDE4, explaining the different phenotypes observed in acrodystosis

with and without hormone resistance.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Effect of PDE inhibitors on ligand-induced cAMP accumulation by HEKpthr cells.

HEKpthr cells were preincubated for 5 min with 50 yM rolipram, 50 yM milrinone or medium
alone, stimulated with 121.5 nM PTH(1-34) (A), 1 uM PGE2 (B) or 0.1 yM isoproterenol (C)
in the same medium, and lysed with ice-cold ethanol after a 5 min incubation. cAMP was
measured using a competitive enzyme-linked immunoassay, and results are expressed as
fmol cAMP/ug cellular protein. Results are mean + SEM for 4 independent experiments for

each condition. ** p<0.01 compared to cells not treated with ligand.

Figure 2. Effect of rolipram on ligand-induced cAMP accumulation by normal human
fibroblasts. Human fibroblasts obtained from three different controls were preincubated for 5
min with 50 yM rolipram or medium alone, stimulated with 121.5 nM PTH(1-34), 1 uM PGE2
or no ligand in the same medium, and lysed with ice-cold ethanol after a 5 min incubation.
cAMP was measured using a competitive enzyme-linked immunoassay, and results are
expressed as fmol cAMP/ug cellular protein. Results are mean + SEM for 2 independent
experiments, each performed in duplicate; results for the fibroblasts from the three donors
have been pooled (n=12 for each condition). ** p<0.01 compared to cells not treated with

ligand (Wilcoxon signed-rank test).

Figure 3. The cellular response to ligand influences the effect of inhibition of PDE4. The
extent that pretreatment with 50 yM rolipram increased ligand-induced cAMP over that
observed in non-pretreated cells (expressed as fold-increase) is plotted as a function of the
accumulation of cAMP (expressed as fold-increase over basal) occurring in non-pretreated
HEKpthr (squares) and fibroblasts (circles) in response to 121.5 nM PTH(1-34) (blue), 1 uM

PGE2 (green) and 0.1 uM isoproterenol (orange). Note the log 2 scale on both axes.

Figure 4. Evaluation of the kinetics of ligand-induced cAMP accumulation in HEKpthr cells

and the effect of inhibition of PDE4. HEKpthr cells were transfected with a plasmid inducing
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the expression of the Epac-based BRET-sensor for cAMP (CAMYEL). Forty-eight h later,
cells were trypsinized, plated in wells of a 96-well plate in the presence of 5 uM
coelenterazine-h, and the BRET ratio (Rluc/YFP) measured before and at regular intervals
after (beginning 1 minute) the addition of the indicated 10-fold dilutions PTH(1-34) (left
panels) or PGE2 (right panels) in the presence or absence of 50 uM rolipram. In parallel, the
BRET ratio of cells exposed to 10, 10*, 10®° and 10° M 8-Br-cAMP in the presence of 10
pM IBMX was determined at 60 min, and the values fitted to a sigmoid curve of variable
slope to generate a standard curve. For the results shown, BRET ratios were converted to
their equivalent 8-Br-cAMP concentrations using the standard curve. The results shown are

the mean = SEM for three independent experiments, except for 0.022 nM PTH (n=2).

Figure 5. The response of HEKpthr cells to GPCR ligands influences the extent that the
inhibition of PDE4 increases cAMP accumulation. The kinetics of ligand-induced cAMP
accumulation in HEKpthr cells was measured using an Epac-based BRET-sensor for cAMP
(CAMYEL) as described in Figure 4 legend. For each of the 20 individual experiments
summarized in Figure 4, the fold-increase in peak cAMP accumulation in response to PTH
(squares) and PGE2 (triangles) resulting from pretreatment of cells with 50 yM rolipram is
plotted as a function of peak cAMP accumulation observed the non-pretreated cells. A highly

significant inverse correlation was observed (Spearman r = -0.89, p<0.0001)

Figure 6. Comparison of the effect of inhibiting PDE4 on CREB phosphorylation by HEKpthr
and human fibroblasts after stimulation with PTH and PGE2. HEKpthr and human fibroblasts
were either non-pretreated or pretreated with either 50 uM rolipram or 50 yM milrinone for 10
min before stimulation with the indicated concentrations of PTH(1-34) and PGEZ2. Fifteen min
after addition of ligands, the cells were washed with cold PBS and lysed. Proteins were
separated by electrophoresis into Laemmli gels, transferred onto nitrocellulose membranes,
and pCREB and actin detected by immuno-chemiluminescence. Bands were recorded using

a LAS-3000 Imaging System, and quantified using Imaged software. (A) Representative
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western blots are shown. Each row of images is from the same blot; in cases where
intervening bands have been removed, a blank space is inserted. pCREB and actin were
detected sequentially on the same blot. (B) Shown are the mean + SEM for the fold-change
in the pCREB/actin ratio comparing responses for cells pretreated or not with rolipram (red
bars) or milrinone (green bars) Three or more independent experiments were performed in
all cases, except the effect of milrinone after stimulation of HEKpthr with 243 nM PTH(1-34)

and 6 yM PGE2 (n=2). ND = not done.

Figure 7. Effect of PDE inhibitors on ligand-induced PKA activity measured using a Cre-
luciferase reporter. HEKpthr cells we co-transfected with plasmids inducing the expression of
the CRE-Luc reporter construct (pCRE-Luc) and Renilla luciferase (pRL-TK). After 24h of
culture, medium was replaced with RPMI-1640 containing 0.5% fetal calf serum. Forty-eight
h after transfection, cells were pretreated or not for 10 min with 50 uM rolipram or 50 yM
rolipram and stimulated with the indicated concentrations of PTH(1-34) (panels A and B),
PGE2 (panels C and D), or isoproterenol (panels E and F). After 5h, cells were washed and
lysed, and firely luciferase and Renilla luciferase activity were measured by luminometry.
Shown are both the raw ratios of firefly-Renilla luciferease activity (panels A, C, E) and the
fold-change in Cre-Luciferase activity comparing cells treated or not with the indicated PDE
inhibitor (panels B, D, F). Results are the mean = SEM for three or more experiments, except
for milrinone-treated cells stimulated with 24.3 nM PTH, 6 uM PGE2, and all cells stimulated
with 0.2 yM isoproterenol (n=2). In the absence of PDE inhibitors, the responses to all doses
of all ligands was significantly higher than baseline as assessed by ANOVA followed by

Dunnett’s multiple comparison test.
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Table I. Fold-increase in pCREB/actin ratio in non-pretreated cells following stimulation with
PTH or PGE2*

pCREB/actin ratio

Cell Type Ligand (fold-increase + SEM) n

HEKpthr 24.3 nM PTH(1-34) 3.25+0.97 5
243 nM PTH(1-34) 3.29 £ 0.58 5
0.6 uyM PGE2 2.02+0.17 4
6 uM PGE2 2.41+0.20 3

Fibroblasts 121.5 nM PTH(1-34) 1.50 £ 0.42 4
0.1 uM PGE2 3.50 = 1.24 13
1 uM PGE2 5.08 £ 2.23 13

*After pooling results for each ligand, the response to PTH was significantly higher for
HEKpthr than fibroblasts, whereas the response to PGE2 was significantly higher for
fibroblasts than HEKpthr; p<0.02 for both comparisons by unpaired t-test with Bates

correction.
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Table Il. Quantification of the relative amounts of cDNA in fibroblasts and HEKpthr cells.*

Relative mRNA expression mean (95% confidence interval)

Cell type Gsa PRKAR1A CREB PDE4D
HEKpthr 1.00 (3.17-0.31) | 1.0(3.39-0.29) | 1.0(3.98-0.25) | 1.0 (2.90-0.34)
531 | 0.99 (4.04-0.24) | 0.52 (2.43-0.11) | 0.66 (1.14-0.38) | 0.10 (0.75-0.01)

Fibroblast | 539

0.36 (1.93-0.07)

0.28 (2.30-0.03)

0.42 (0.87-0.20)

0.03 (0.31-0.01)

540

0,38 (1.38-0.11)

0.34 (1.55-0.08)

0.31 (0.65-0.14)

0.03 (0.13-0.01)

*cDNA was quantified by real-time PCR using the comparative CT (AACT) method 2

Results are expressed relative to the amount in HEKpthr cells.

95% confidence intervals

were determined based on the standard deviation of the AACT value as described in %°.
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1.3 Discussion complémentaire

Dans cet article, nous avons comparé les réponses cellulaires faisant intervenir la voie
RCPG/AMPc/PKA avec différents agonistes (notamment la PTH) et différents inhibiteurs de PDE
(rolipram et milrinone), dans deux types cellulaires ayant des réponses d’intensités différentes a
la PTH et ala PGE2.

Nous avons observé que linhibition de l'activité des PDE augmente d’autant plus
I'accumulation d’AMPc, la phosphorylation par la PKA et 'expression protéique induite par
PCREB que le signal initialement généré par la liaison de I'agoniste a son récepteur est peu
prononcé. De plus, I'inhibition des PDE4 par le rolipram a le plus souvent plus d’effet que
I'inhibition des PDE3 par la milrinone. Ainsi, le role des PDE4 en tant que régulateur inhibiteur
de la signalisation par les RCPG est type cellulaire-dépendant, fonction de 'intensité du signal
généré, ce qui pourrait expliquer qu’'une altération de l'activité de PDE4D a des conséquences
variables en fonction des tissus.

Comme discuté dans l'article, l'affinité des différentes PDE a 1I'’AMPc, leur niveau
d’expression, leur localisation intra-cellulaire, leur niveau d’activation par phosphorylation
(notamment par la PKA), sont autant de sources d’explication au fait que l'intensité du signal
généré est un déterminant majeur du pouvoir de régulation de ce dit signal par la PDE4.

Ceci pourrait expliquer l'absence de résistance rénale a la PTH et la présence d'une
résistance chondrocytaire au PTHrp dans I'acroPDE. En effet, on peut avancer que la PTH exerce
certainement un signal fort sur le rein, étant connu notamment le fait qu’elle engendre une
augmentation massive et rapide de la production d’AMPc, vraisemblablement peu régulable par
I'action de la PDE4D. A l'inverse, I'action paracrine du PTHrp sur les chondrocytes engendre
peut étre un signal plus modéré. On peut alors envisager que des mutations activatrices de
PDE4D, a l'instar des mutations de PDE3A dans le syndrome brachydactylie et HTA familiale
dominante, majoreraient ces capacités d’inhibition du signal et auraient des conséquences sur la
plaque de croissance mais pas forcément sur le rein.

Nous avons également émis ’hypothese que 'AMPc pouvait étre utilisé de facon différente
par la voie EPAC en fonction de I'agoniste et du type cellulaire. Des résultats préliminaires (une
expérience) (figure 30) semblent indiquer en effet que la voie EPAC est activée de maniére plus
prononcée lors de la stimulation par PGE2 que par PTH dans les HEKpthr. En revanche, quel que

soit 'agoniste, I'inhibition des PDE4 par le rolipram potentialise cette voie.
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Figure 30 : Western blot aprés stimulation de cellules HEKpthr et pull-down Rap1.

Résultats préliminaires d'une expérience unique. Activation de la voie EPAC avec production d'une forme
active de Rap (liée au GTP) majorée apres stimulation des HEKpthr par PGE2 plutét que par PTH.
L’inhibition des PDE4 par le rolipram augmente 'activation de la voie apres stimulation par PTH et PGE2.

Des investigations plus poussées pourraient permettre de mieux explorer cette possibilité.
Il serait notamment intéressant de procéder a des études de FRET pour localiser en temps réel
I’AMPc dans les cellules. On pourrait alors valider par exemple le fait que plus la production
d’AMPc est faible, plus il est dégradé par les PDE4 et que l'inhibition des PDE4 par le rolipram

majore cette hydrolyse quand le signal est faible.
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2. COMPARAISON DES PHENOTYPES DE
FIBROBLASTES DE PATIENTS PHP1A, ACRO-R1A
ET ACRO-PDE

2.1 Introduction

Les fibroblastes dermiques de patients porteurs de mutations sont un outil intéressant pour
faire une caractérisation fonctionnelle de certains défauts génétiques, et ont notamment été
utilisés dans I’études de certaines pathologies osseuses (266-268).

Ces fibroblastes cutanés expriment le récepteur de PTH, et répondent a la PTH et au PTHrp
(265,269,270), ce qui en fait un modele unique pour documenter in vitro les conséquences
spécifiques des mutations de GNAS, PRKAR1A ou PDE4D sur la PHP1a et I'acrodysostose en
terme de fonctions moléculaires et cellulaires de la voie de signalisation de 'AMPc. En effet ce
sont les seules cellules exprimant de facon endogene les protéines mutées et accessibles a une
mise en culture sans immortalisation (en opposition aux lymphocytes immortalisés par EBV). In
fine, le but est d’avoir un modéle cellulaire physiopathologique se rapprochant d’'une cellule
osseuse de ces différents patients. En effet, les trois pathologies partagent un phénotype de
dysplasie osseuse assez similaire, ce qui est mis en lien avec une résistance locale au PTHrp.
Jusqu’a présent, aucune étude n’a relaté de résultats sur des cellules en culture primaire des
patients présentant une acrodysostose.

Nous allons dans cette 2éme partie nous intéresser directement a 'étude de fibroblastes
dermiques de patients et la comparer a celle de contréles. Comme indiqué plus haut dans le
chapitre Matériels et Méthodes j’ai travaillé sur :

- 3 "lignées" de patients atteints de PHP1a (dénommés ]JL, SM et PM).

- 3 "lignées" de patients atteints d’acrodysostose avec résistance hormonale en lien avec la

mutation récurrente R368X de PRKARIA (1163, 1167 et MER)

- 2 "lignées" de patients atteints d’acrodysostose sans résistance hormonale par mutations

PDE4D (HAL et HEA)

- ainsi que de trois témoins adultes (531, 539 et 540).

Dans ces lignées cellulaires nous avons :

1) quantifier plusieurs transcrits et protéines de la cascade de signalisation RCPG/Gsa/AC/PKA
2) analyser la voie de 'AMPc (mesure des niveaux d'AMPc dans les cellules (ELISA) et
quantification de la phosphorylation de CREB a Ser133 (Western blot)).
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Ces expériences ont été réalisées dans des conditions basales et stimulées en 1'absence et
en présence d'inhibiteurs de la PDE. Nous avons utilisé comme agonistes la PTH et la PGE2
(agissant via un GPCR), pour lesquels nous savons d'expériences préliminaires qu'ils induisent
une production d'AMPc robuste et reproductible dans les fibroblastes. Comme inhibiteurs de la
PDE, nous avons comparé les effets d'inhibiteur non spécifiques (IBMX) et spécifique de la PDE4

(rolipram). Pour I'ensemble de ces résultats, les techniques sont décrites p.63-72

2.2 Résultats

2.2.1 Expression des transcrits et des protéines de la voie de signalisation

J'ai quantifié 'expression des transcrits de quatre protéines impliquées dans la voie de

signalisation de la PKA : Gsa, PRKAR1A, CREB et PDE4D (figure 31).
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Figure 31 : quantification relative en RT-PCRq des ADNc de Gsa, CREB, PRKAR1A et PDE4D en utilisant
I’ADNc de la GAPDH comme géne de ménage (cf. méthodes en p. 66-67).

Expression relative dans des fibroblastes de 3 patients mutés PRKAR1A (PRKAR1A), 3 patients mutés
GNAS (PHP 1A) et 2 patients mutés PDE4D (PDE4D), et de 3 contrdles. Moyenne et écart-type de 2
expériences réalisées en triplicata. Test de Mann-Whitney * p<0,05 ** p<0,01 ***p<0,001
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L’expression relative du transcrit de Gsa plus faible dans les fibroblastes de patients avec
PHP1A que chez les contréles (0,39 vs 1,00 ; p=0,007) et chez les patients avec acroR1A (0,39 vs
1,34 ; p<0,001) et mais pas significativement chez les patients avec acroPDE (0,39 vs 0,82;
p=0,08). Il n’y a pas d’autre différence significative pour ce transcrits entre les autres groupes.

L’expression relative du transcrit de PRKAR1A est de 2,03 dans les fibroblastes de patients
acroR1A4, significativement plus élevé que dans ceux des patients acroPDE (0,66 ; p=0,03), mais
pas que dans ceux des controles (0,99 ; p=0,07) et des patients PHP1A (0,94 ; p=0,06).

L’expression du transcrit de CREB n’est pas significativement différentes entre les groupes
de fibroblastes (respectivement 1,01 - 1,38 - 1,52 - 0,88 dans les fibroblastes de contréles, de
patients acroR1A, PHP1A et acroPDE).

L’expresion du transcrit de PDE4D (0,52) est plus faible dans les fibroblastes de patients
PHP1A comparativement a celle dans ceux des controles (0,98 ; p=0,02) et des patients acroR1A
(1,03 ; p=0,02). Cette différence n’est pas signifciative comparativement aux fibroblastes des

patients acroPDE (1,21 ; p=0,06).

Au niveau protéique, j’ai procédé a des western blot avec immunomarquage de Gsa, des
sous-unités régulatrices R1a et R2a de la PKA, de la sous-unité catalytique (C) de la PKA, et de
I'actine comme rapporteur.

Les résultats sont exposés dans la figure 32, notamment dans le tableau B qui reprend les
rapports de chemiluminescence de chacune des protéines citées dans les quatre groupes de
fibroblastes.

Aucune des différences observées n’est statistiquement significative entre les groupes.
Néanmoins, on retrouve une tendance a une expression plus faible de Gsa chez les patients
PHP1A et a une expression plus importante des sous-unités de la PKA dans les 3 groupes de
patients. On peut également noter la présence d'une double bande en PRKAR1A pour les
patients avec mutations de PRKAR1A4, illustrant 'expression majoritaire de la protéine tronquée,
plus courte par rapport a la protéine sauvage, témoin de l'effet dominant négatif de ces

mutations.

J'ai dans un second temps analysé les rapports entre les différentes sous-unités de la PKA
(figure 33). Ainsi, respectivement dans les fibroblastes de contréles, de patients acroR1a, PHP1A
et acroPDE, la moyenne des rapports entre les sous-unités régulatrices R1a et R2a est de 1,24,
1,25, 1,02 et 1,24 ; entre la sous-unité R1a et la catalytiques de 0,42, 0,40, 0,44 et 0,48 ; entre la
sous-unité R2a et la catalytique de 0,33, 0,31, 0,35 et 0,32 ; et entre la somme des deux types de

sous-unités régulatrices et la catalytique de 0,72, 0,71, 0,74 et 0,76.
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Ces résultats montrent qu’il n'y a pas de différence significative dans les ratios entre les

différentes sous-unités de la PKA dans les différents groupes de fibroblastes.
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Figure 32 : western blot d’échantillon protidique de fibroblastes a I'état basal (controles n=3, acroR1A
mutation PRKAR1A n=3, PHP1A mutation GNAS n=3, acroPDE mutation PDE4D n=2). (cf. méthodes p.69-

72)

(A) Membranes immunomarquées avec des anticorps anti-Gsa, anti-PRKAR1A, anti-PRKAR2A, anti-PKAC,
anti-actine. (B) Rapport de chemiluminescence entre 'immunomarquage par l'anticorps d’intérét et

I'actine (moyenne de 3 western blot).
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Figure 33 : Représentation en boites a moustache des ratios de chemiluminescence entre les différentes
sous-unités de la PKA.

R1: sous-unité régulatrice R1la de la PKA / R2: sous-unité régulatrice R2a de la PKA / C: sous-unité
catalytique de la PKA. Témoins n=3, acroR1A (mutation PRKAR1A) n=3, acroPDE (mutation PDE4D) n=2,
PHP1A (mutation GNAS) n=3

2.2.2 Exploration de la réponse aux agonistes en présence ou non d’inhibiteur de PDE

2.2.2.1 Synthese d’AMPc

En Situation basale (figure 34)

Avant toute stimulation, en situation basale, les taux d’AMPc, ne sont pas significativement
différents chez les patients (respectivement 8,1 ; 9,8 et 3,7 fmol/pg de protéine chez les patients
avec acroR1A, PHP 1a et acroPDE) et chez les témoins (21,9 fmol/pug de protéine - p=0,09; 0,12
et 0,06).

La pré-incubation des cellules avec un inhibiteur des PDE (non spécifique, IBMX, ou
spécifique des PDE4, rolipram) ne modifie pas la concentration d’AMPc chez les témoins et les

patients acroR1A. La pré-incubation par IBMX ne modifie pas significativement la concentration
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d’AMPc chez les les patients PHP1A et acroPDE. En revanche, le rolipram l'augmente d'un

facteur 2 chez les patients avec PHP1A (p=0,04) et 3,3 chez les patients acroPDE (p=0,02).
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Figure 34 : concentration d’AMPc intracellulaire dans les fibroblastes de controles (n=3), de patients avec
PHP1A (n=3), acro R1A (n=3) et acroPDE (n=2) en situation basale. Moyennes et écarts-type de 3
expériences. * p<0,05 ** p<0,01 (cf. méthodes p.68-69)

En présence d’agoniste

La figure 35 illustre les variations d’AMPc dans les différents groupes de fibroblastes en
réponse a une stimulation par PTH (240 mM) ou PGE2 (6 pM) en présence ou non de rolipram
(50 uM). Ces doses ont été choisies apres avoir montré leur effet sub-maximal sur la sécrétion
d’AMPc lors d’études de doses-réponse (résultats non montrés).

On constate qu’a I'état basal, dans tous les types de fibroblastes, les taux d’AMPc sont
compris entre 50 et 300 fmol/puits et que ces taux augmentent entre 100 et 600 fmol/puits
apres stimulation par la PTH et entre 1500 et 75000 fmol/puits apres stimulation par la PGE2.
L’adjonction de rolipram potentialise 'augmentation de la production dans les cellules stimulées
par la PTH et la PGE2 (augmentation respective d'un facteur 8,2+/-1,6 et 1,8+/-0,7 pour
I'ensemble des cellules).

Quand on s’intéresse plus spécifiquement aux fibroblastes des patients atteints des deux
types d’acrodysostose, on confirme dans les deux groupes une production plus importante
d’AMPc en réponse a la stimulation par PGE2 que par PTH. L’adjonction de rolipram augmente
de facon significative la production d’AMPc secondaire a la stimulation par la PTH (638 +/-17
fmol/puits vs 138 +/- 23 fmol/puits - p=0,03 dans les fibroblastes de patients acroR1A ; 2942
+/- 203 fmol/puits vs 447+/- 56 fmol/puits- p=0,008 dans les fibroblastes de patients
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acroPDE), mais pas par la PGE2. Par ailleurs, cet effet du rolipram sur la production d’AMPc
secondaire a la stimulation par la PTH tend a étre plus important dans les fibroblastes de

de PTH (facteur

patients acroPDE que dans ceux de patients acroR1A en présence

d’augmentation 5,4 versus 3,3 - p=0,08).
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Figure 35 : concentrations d’AMPc intracellulaire dans les fibroblastes de contrdles (n=3), de patients
avec PHP1A (n=3), acro R1A (n=3) et acroPDE (n=2) apres stimulation par PTH ou PGE2, en présence ou
non d’'IBMX ou de rolipram. Résultats exprimés en fmol/puits. Test de Mann-Whitney - * p<0,05 ** p<0,01
*#*p<0,001 (cf. matériels et méthodes p.68-69)

A gauche, chaque point représente la concentration moyenne d’AMPc mesurée dans les cellules d'une
lignée en triplicate de dosage pour 2 expériences, en situation basale (en haut), avec PTH (au milieu) et
PGE2 (en bas). A droite, pour les deux types d’acrodysostose, effet de la stimulation par les deux agonistes
(en haut) et comparaison des effets du rolipram dans en fonction de I'agoniste (en bas).

2.2.2.2 Phosphorylation de CREB

Dans un second temps, j’ai étudié l'effet des mutations sur la phosphorylation de CREB
aprés stimulation par la PTH ou la PGE2. Jusqu’'a présent, cela n’avait été fait que dans des

lymphocytes de patients acroR1A immortalisés par EBV dans le papier princeps (41). Comme
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expliqué précédemment, I'analyse de tous les western blot a été faite en utilisant le ratio de
chemiluminescence des signaux de pCREB sur actine (figure 36).

La phosphorylation de CREB n’est diminuée dans aucun groupe de patient par rapport aux
controles. On constate a nouveau que les fibroblastes sont plus sensibles a la stimulation par
PGE2 que par PTH (rapport pCREB/actine 7,3 vs 1,4 - 80 vs 2,1 - 4,2 vs 1,9 - 7,9 vs 3,2
respectivement chez les témoins, les patients acroR1A, les patients PHP 1a et les patients
acroPDE ; moyenne de 6 western blots).

L’adjonction de rolipram augmente la phosphorylation de CREB d’un ratio de 9,4 dans les
fibroblastes de contréles, de 1,7 dans ceux de patients PHP1A, de 2,3 dans ceux de patients
acroR1A et de 7,9 dans ceux des patients acroPDE a I'état basal. Ces ratios sont respectivement
de 4,2; 0,7; 1,3 et 1,8 pendant une stimulation par PTH et 2,3; 0,6; 1,1 et 0,9 pendant une

stimulation par PGE2.
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Figure 36 : Effets de la PTH, de la PGE2 et de l'inhibition de la PDE4 sur la phosphorylation de CREB dans
les fibroblastes de sujets contrdles et de patients avec acroR1A, PHP1A et acroPDE. (cf. matériels et
méthodes p.69-72)

A gauche, western blot représentatif pour chaque type de fibroblaste (controle, patient avec PHP1A,
acroR1a et acroPDE). A droite, moyenne de 6 expériences, avec en haut, comparaison des effets de la PTH
et de la PGE2 et en bas, facteur d’augmentation du rapport pCREB/actine apres rolipram. Résultats non
significatifs.
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2.3 Discussion

Dans cette seconde partie, nous avons donc réalisé une étude phénotypique des fibroblastes
de patients atteints de PHP 1a, d’acroR1A ou d’acroPDE, ce qui n’a encore jamais été décrit.

Compte-tenu des contraintes liées au modéle cellulaire (croissance cellulaire relativement
lente, nécessité de maintenir les onze lignées au méme passage pour les différentes expériences,
et impossibilité de transfection notamment), il a été plus compliqué d’explorer de facon
exhaustive la voie de signalisation que dans des lignées immortalisées. De plus, ces mémes
difficultés techniques sont vraisemblablement a 'origine de I'absence de différence significative

entre les groupes de fibroblastes.

Néanmoins, nous avons tout de méme pu évaluer de nombreux facteurs permettant de
comparer les fibroblastes avec mutations de PDE4D aux trois autres groupes, ce qui nous
permet de formuler plusieurs constatations.

En ce qui concerne la production d’AMPc, les résultats confirment la différence de réponse
des fibroblastes a la PTH par rapport a la PGE2, comme c’était le cas dans l'article en partie 1,
avec un facteur d’augmentation de 2 versus 100 en moyenne. L’adjonction de rolipram
potentialise ce facteur d’augmentation de facon plus importante dans la stimulation par PTH que
par PGE2. Par ailleurs, cet effet du rolipram semble plus important dans les fibroblastes de
patients acroPDE que dans ceux de patients acroR1A en présence de PTH.

A l'exception des fibroblastes de patients PHP 1a stimulés par PGE2, la phosphorylation de
CREB n’est pas diminuée dans ces modeles cellulaires chez les patients. L’adjonction de rolipram
potentialise de facon importante la phosphorylation de CREB a I'état basal chez les témoins et
les patients acroPDE. Son effet est plus modéré chez les acroR1A voire nul chez les patients PHP
la. Cette technique ne nous a pas permis de mettre en évidence d’effet du rolipram sur la
phosphorylation de CREB sur les cellules stimulées, que ce soit par PTH ou PGE2, a 'exception
des fibroblastes de témoins.

Par ailleurs, j’ai recherché I'existence de phénomenes de compensation par les autres sous-
unités de la protéine kinase A, en quantifiant I'expression protéique des sous-unités régulatrices
R1A, R2A et catalytiques et en comparant différents ratios entre lignées de fibroblastes : aucune
différence significative n’a pu étre mise en évidence.

Si on s’intéresse spécifiquement a chaque groupe de fibroblastes, plusieurs autres
conclusions peuvent étre tirées.

1) Chez les patients PHP 1a, il existe une diminution franche de 'expression et de la
traduction de Gsa témoins de I'haplo insuffisance engendrée par les mutations inactivatrices de

GNAS. Les taux d’AMPc intracellulaires de base sont diminués chez ces patients, mais peuvent
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étre augmentés par l'inhibition des phosphodiestérases. Par ailleurs, la phosphorylation de
CREB semble altérée, et non améliorée par I'adjonction de rolipram.

2) Chez les patients acroR1A, 'expression du transcrits et de la protéine PRKAR1A est
augmentée par rapport aux autres groupes, a I'avantage de la protéine tronquée conférant aux
mutations leur effet dominant négatif. En effet, ces sous-unités régulatrices mutées étant plus
liées aux sous-unités catalytiques, elles sont certainement moins sensibles a l'activité des
protéases. Il ne semble pas exister de phénomene de compensation par les autres sous-unités de
la PKA. Les taux d’AMPc de base et sous stimulation sont diminués, ce qui est contraire a ce
qu’on pourrait intuitivement envisager dans la mesure ol le blocage de la voie de signalisation
est localisé en aval de la production d’AMPc, et a ce qui est observé dans les urines de patients
apres test a la PTH. De méme, dans ce modele cellulaire, il n’a pas pu étre mis en évidence de
diminution de la phosphorylation de CREB dans les mutations de PRKAR1A.

3) Chez les patients acroPDE, aucune différence significative n’existe dans I'’expression des
transcrits ou la traduction des protéines étudiées. Ces résultats sont a pondérer par le fait que
nous n’'avons pas regardé 'expression des différentes PDE, ni fait d'immunomarquage de ces
dernieres (ce dernier n’est pas couramment réalisable et nécessite l'utilisation d’anticorps
intermédiaire anti-FLAG, ce que nous avons opté de ne pas faire, par souci de comparabilité avec
I'étude des autres protéines): nous ne pouvons donc pas exclure des phénomenes de
compensation entre PDE. Les taux d’AMPc de base sont diminués, mais pas ceux sous
stimulation de la voie RCPG. En revanche, un effet clairement significatif du rolipram, donc sur
I'inhibition des PDE4, a été observé sur ces taux d’AMPc, ce qui est un argument pour évoquer
un caractére activateur a ces mutations. Ce méme phénomeéne est observé sur la
phosphorylation de CREB, qui n’est pas diminuée dans les fibroblastes de ces patients, mais qui

est augmentée en situation basale par I'adjonction de rolipram.

Au total, ces résultats confirment d'une part la différence de réponse des fibroblastes a la
PTH par rapport a la PGE2, comme c’était le cas dans l'article en partie 1, que ce soit sur la
sécrétion d’AMPc ou la phosphorylation de CREB. L’adjonction de rolipram potentialise plus ces
deux étapes dans la stimulation par PTH que par PGE2, confortant notre hypothése selon
laquelle les PDE4 ont un réle d’autant plus important dans la régulation du signal quand celui-ci
est faible. Par ailleurs, cet effet du rolipram est plus important dans les fibroblastes de patients
acroPDE, argument indirect pour le caractere activateur des mutations de PDE4D.

Ces résultats soulignent aussi I'intérét, mais aussi la difficulté de travailler sur des cellules

de controéles et de patients en culture primaire.
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3. ETUDE FONCTIONNELLE DES MUTATIONS DU
GENE PDE4D

Dans cette troisieme partie, je vais exposer les résultats préliminaires de 'étude de 1'activité
PDE4 par la technique de BRET pour I'étude fonctionnelle de différentes mutations du gene de la

PDE4D.

Le phénotype osseux de l'acrodysostose illustre une perte de fonction de la voie de
signalisation PKA, et il est intuitif de proposer que les mutations de la PDE4D identifiées dans
cette pathologie sont des mutations activatrices, entrainant une augmentation de la dégradation
de 'AMPc a l'origine d’'une diminution de I'activité catalytique de la PKA (et donc du phénotype
osseux). Cependant, jusqu’a présent, s’il est un fait que des mutations de PDE4D sont a 'origine
de 'acrodysostose sans résistance hormonale, les conséquences fonctionnelles de ces mutations
ne sont pas clairement définies, et les « avis » divergent sur le caractére activateur (63,173) ou
inactivateur (66) de ces mutations sur l'activité de la PDE4D (voir introduction p.50-51).

L’utilisation du YFP-Epac-RLuc cAMP BRET sensor (CAMYEL) décrit précédemment
(Matériels et Méthodes p.76-78 + article en partie 1) représente une nouvelle approche pour
évaluer l'activité phosphodiestérase, et en particulier pour explorer les conséquences des
mutations sur celle-ci. Le principe général est de co-transfecter des cellules avec un plasmide
permettant 'expression de PDE4D «sauvage » ou mutée avec le plasmide « CAMYEL » et de
comparer les cinétiques de dégradation d’AMPc, ce en présence ou absence d’inhibiteur de PDE.
Nous avons choisi pour cette approche de transfecter des cellules CHO, connues pour exprimer
trées peu la PDE4D (238). Dans cette troisiéeme partie, nous allons présenter les résultats

préliminaires obtenus avec cette approche.

3.1 Mise au point de la technique

Comme détaillé dans le chapitre « Matériels et Méthodes », le principe de la technique
consiste a observer la dégradation de '’AMPc (via les variations de signal BRET du plasmide
CAMYEL) dans des cellules n’exprimant pas constitutionnellement la PDE4D, et transfectées par
des PDE4D sauvages ou mutants.

Dans un premier temps, afin de valider le modele, j’ai transfecté un plasmide PDE4D
sauvage, et observé ses effets sur les taux d’AMPc en temps réel, en présence ou non de rolipram

(figure 37).
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Figure 37 : évaluation de I'activité du plasmide PDE4D sauvage en BRET en fonction du temps dans des
cellules CHO transfectées par le plasmide pcDNA3 vide (bleu) ou le plasmide PDE4D sauvage (vert). (cf.
matériels et méthodes p.75-78)

Les résultats sont exprimés par rapport au signal BRET observé en 'absence de 8-bromo-AMPc.

Dans un premier temps, on confirme la validité du plasmide CAMYEL pour évaluer les
variations d’AMPc puisque l'adjonction de 8-bromo-AMPc a deux concentrations différentes
(10-2 et 10-3 M) entraine une diminution franche du signal BRET, avec un effet dose-réponse.

On constate ensuite que I'adjonction de rolipram n’a aucun effet sur les cellules transfectées
avec le plasmide vide pcDNA3 (en différents niveaux de bleu), confirmant bien l'absence
d’activité PDE4 endogene dans les CHO. En effet, avec les 2 concentrations différentes de 8-
bromo-AMPc utilisées (10-2 et 10-3 M), les courbes avec et sans rolipram sont superposables,
témoignant de I'absence de différence de dégradation de ’AMPc.

Enfin, on voit que la diminution du signal BRET est moins importante dans les cellules
transfectées par le plasmide PDE4D sauvage (en vert pointillé) que dans celles transfectées avec
pcDNA3 vide (en bleu pointillé) ce qui témoigne de 'activité d’hydrolyse de la PDE4D sur la
dégradation de 'AMPc. Cet effet est completement annulé par 'adjonction de rolipram, puisque
I'on voit que les courbes vert clair et vert foncé non pointillé (cellules transfectées avec le

plasmide PDE4D sauvage, 2 concentrations d’AMPc) se superposent respectivement aux courbes
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bleu clair et bleu foncé (cellules transfectées avec le plasmide pcDNA3, 2 concentrations

d’AMPc).

Ainsi, cette approche permet d’évaluer l'activité d’hydrolyse de 'AMPc par la PDE4D en
temps réel. L’étape suivante a donc été de comparer les effets de différents mutants de PDE4D
sur les taux d’AMPc. Je ne vais présenter que les résultats pour la mutation S190A4, localisée en
UCR1. Les résultats pour les autres mutants sont en cours d’interprétation, les expériences ayant

été réalisées par Claire Briet, qui a pris ma suite dans I'’équipe de recherche.

3.2 Etude de la mutation S190A localisée en UCR1

Nous avons comparé les effets cellulaires de la transfection du plasmide PDE4D muté
S1904A, du plasmide PDE4D sauvage, du plasmide pcDNA3 et de la cotransfection par 50% de
PDE4D sauvage et 50% de PDE4D muté S190A.
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Figure 38 : effets de la mutation S190A de PDE4D sur la dégradation de 'AMPc.

Comparaison du ratio de BRET dans des cellules CHO transfectées avec 300ng d’ADN plasmidique (150ng
de « Camyel » et 150ng de pcDNA3 - bleu - ou 150ng de plasmide PDE4D sauvage - rouge - ou 150ng de
plasmide PDE4D muté S190A - vert). (cf. matériels et méthodes p.75-78)

A gauche, en temps réel (minutes en abscisse) apres ajout de 8-bromo-AMPc a 102 M, résultats exprimés
en pourcentage du signal BRET (YFP/Rluc) par rapport au signal BRET au méme temps dans les mémes
cellules en I'absence de 8-bromo-AMPc. A droite, résultats groupés au temps de plateau de 5 expériences :
mesures entre 10 et 30 minutes aprés l'adjonction de 8-bromo-AMPc. Résultat de 5 expériences en
double. ***p<0,001
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On constate a nouveau que le signal BRET en temps réel diminue rapidement dans les
cellules transfectées avec pcDNA3 pour se stabiliser autour de 65%, alors que dans les cellules
transfectées avec le plasmide PDE4D sauvage, cette diminution se stabilise autour de 75% du
signal BRET mesuré en l'absence de 8-bromo-AMPc. Dans les cellules transfectées avec le
plasmide PDE4D muté S1904, le signal se stabilise autour de 82%, signifiant qu’'une plus grande
quantité d’AMPc est hydrolysée.

En regardant non plus en temps réel, mais entre 10 minutes et 30 minutes suivant
I'adjonction de 8-bromo-AMPc, correspondant au temps de plateau de 'expérience, ce signal est
significativement plus faible dans les cellules transfectées avec pcDNA3 (66,97 +/- 0,46 %) que
dans les cellules transfectées avec le plasmide PDE4D sauvage (76,66 +/- 0,46 % ; p<0,0001). Le
signal dans les cellules transfectées avec le plasmide PDE4D sauvage est lui-méme plus faible
que dans les cellules transfectées avec le plasmide PDE4D muté S190A (79,96 +/- 0,70 % ;
p=0,0002).

3. 3 Discussion

Au vu de ces résultats, la mutation S190A de PDE4D semble induire un effet activateur sur
I'activité d’hydrolyse de 'AMPc par rapport a 'activité de la PDE4D sauvage.

Les formes longues de PDE4D, contenant les domaines UCR1 et UCR2, s’organisent en
homodimere, ce qui leur confére une plus grande stabilité, une meilleure affinité a 'AMPc et
augmente ainsi leur activité catalytique. La mutation S190A4, localisée en UCR1, n’a pas été
localisée par Cedervall et al comme étant située dans les domaines de dimérisation de la PDE4D.
Nous n’avons pas non plus d’élément permettant de savoir si elle est exprimée
préférentiellement ou plus stable biochimiquement que la protéine sauvage. Le caractére
homozygote des mutations est quant a lui plutdt en faveur d'un effet activateur ou a I'inverse
dominant négatif.

Les résultats de travaux complémentaires étudiant cette mutation et d’autres (mutation
E590A localisée dans le domaine catalytique, mutation A227S localisée en UCR1, et mutation

L.312V localisée en UCR2) sont en cours d’analyse.
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Conclusions
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Ce travail de thése avait pour objectif principal de comprendre la mécanistique
intracellulaire a I'origine du phénotype observé dans I'acrodysostose sans résistance hormonale,

par mutation du géne PDE4D, dénommée ici acroPDE.

En effet, le trait phénotypique principal est une chondrodysplasie sévére, rattachée a une
résistance chondrocytaire au PTHrp, similaire a celle observée dans l'acrodysostose avec
résistance hormonale par mutation du gene PRKAR1A (acroRla) (41), et proche de
I'ostéodystrophie héréditaire d’Albright de la PHP1A (mutations de GNAS). Dans 'acroR1a et la
PHP1A, on observe classiquement, entre autres résistances hormonales, une résistance du
tubule proximal a la PTH. Ceci est beaucoup plus rare dans 'acroPDE, témoignant du fait que
'atteinte de la voie de signalisation PTHR1/Gsa/AC/AMPc/PKA ne se manifeste pas de la méme
maniére dans les chondrocytes en réponse au PTHrp que dans le tubule rénal en réponse a la
PTH (48). Plus largement, on peut supposer que la PDE4D n’a pas le méme pouvoir de limitation
de la durée et de I'amplitude du signal AMPc généré par la PTH dans le rein que par le PTHrp
dans les chondrocytes; et que des mutations hétérozygotes de cette protéines ont des

conséquences physiopathologiques dans certains tissus et pas d’autres.

Nous avons tenté de répondre a deux questions principales: 1) pourquoi existe-t-il des
conséquences a ces mutations dans certains tissus et pas d’autres? 2) quelles sont les
conséquences fonctionnelles de ces mutations ?

Dans la premiere partie, nous nous sommes intéressés a la 1ére question, en étudiant non
pas l'effet des mutations chez les patients avec acroPDE, mais 'activité des PDE4D dans deux
modeles cellulaires en testant les effets de leur inhibition par le rolipram. Nous avons constaté
que cette derniére augmente d’autant plus I'accumulation d’AMPc, la phosphorylation par la PKA
de protéines cibles et I'expression protéique induite par PCREB que le signal initialement généré
par la liaison de I'agoniste a son récepteur est peu prononcé. Ainsi, le réle des PDE4 en tant que
régulateur inhibiteur de la signalisation par les RCPG est type cellulaire-dépendant, fonction de
I'intensité du signal généré, ce qui pourrait expliquer qu’une altération de 'activité de PDE4D a
des conséquences variables en fonction des tissus.

Dans la seconde partie, nous avons directement étudié le phénotype de cellules primaires
de patients atteints de PHP 1a, d’acroR1A ou d’acroPDE, des fibroblastes cutanés qui sont
d’origine mésenchymateuse comme les ostéoblastes et les chondrocytes. Les résultats
confortent notre hypothése comme quoi les PDE4 ont un réle d’autant plus important dans la
régulation du signal quand celui-ci est faible. Par ailleurs, cet effet du rolipram est plus
important dans les fibroblastes de patients acroPDE, argument indirect pour le caractere

activateur des mutations de PDE4D.
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Enfin, dans la troisieme partie, les résultats préliminaires de 1'étude fonctionnelle de
mutations de PDE4D sont en faveur d’'un effet activateur de la mutation S190A de PDE4D sur son
activité d’hydrolyse de 'AMPc.

Au total, ces différents résultats concordent a montrer que les mutations de PDE4D sont
activatrices, augmentant ainsi la dégradation de I’AMPc ce qui serait a I'origine des résistances
hormonales. Ce phénoméne est d’autant plus important dans les situations ou 'augmentation
d’AMPc est modeste, expliquant probablement 'absence de résistance hormonale dans certains

tissus.

Le fait que l'implication de PDE4D dans le controle du signal augmente quand celui-ci est
modéré s’integre vraisemblablement dans un contexte beaucoup plus large. En effet, les PDE ont
pour rdle certes de limiter la durée la durée et 'amplitude du signal en hydrolysant 'AMPc, mais
également de délimiter dans la cellule des compartiments en fonction de différents gradients de
concentrations d’AMPc pour orienter les réponses cellulaires. La grande diversité des familles et
isoformes de PDE permet de réguler finement ces mécanismes de part des variations de I'affinité
des différentes PDE a '’AMPc, de leur niveau d’expression dans les tissus, de leur localisation
intra-cellulaire et de leur niveau d’activation par différentes phosphorylations.

Les PDE4 sont des enzymes ubiquitaires et la PDE4D est notamment exprimée dans les
tissus d’intérét pour I'étude de I'acrodysostose, a savoir le rein et 'os (271). Leur affinité pour
I’AMPc est moindre que celle des PDE3, et il a été suggéré que leur implication était donc limitée
aux situations ou l'activité des PDE3 était saturée (228). Nos données ne concordent pas avec
cette hypothese puisque nous avons a l'inverse retrouvé que l'inhibition des PDE4 avait plus
d’effet que l'inhibition des PDE3 sur l'activité transcriptionnelle PKA-induite quand les taux
d’AMPc cyclique produits sont faibles.

Le niveau d’expression des différentes PDE au sein des différents tissus est certainement
également impliqué dans la régulation du signal. Il a été montré qu'il était régulé par 'activation
transcriptionnelle ~ PKA-induite, témoin d'une auto-régulation de la voie de
signalisation (136,174): 'augmentation de la production d’AMPc entraine la transcription puis la
traduction des enzymes capables de I'hydrolyser. Nous n’avons pas mis en évidence de
différence significative dans I'expression de la PDE4D (transcrits) entre les quatre groupes de
fibroblastes a 1'état basal. Cependant, il faut signaler que nous ne l'avons pas étudié apres
stimulation de la voie GPC. Il est possible que nous aurions alors pu voir des différences entre les
fibroblastes de patients avec acroPDE puisque l'expression des PDE est sensible a certaines
situations physiopathologiques, telles que la cardiopathie hypertrophique, ou I'expression de

certaines PDE est diminuée (176).
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Nos différentes approches ne permettent pas d’étudier la localisation intracellulaire de
PDE4D. Pourtant, on sait que les différentes isoformes et types de PDE sont localisés dans les
différents domaines cellulaires, dans de gros complexes multiprotéiques les associant a la PKA,
des AKAP, et EPAC (129,241). Leur effet d’hydrolyse sur 'AMPc peut donc étre variable en
fonction du compartiment cellulaire. Ainsi, les PDE peuvent créer des gradients de
concentrations d’AMPc au sein desquels les voies de signalisation sont différentes, la PKA
s’activant pour des concentrations faibles et EPAC pour des concentrations plus élevées (252). 1l
serait intéressant de développer des études de FRET pour suivre in vitro, sous microscopie
confocale, les mouvements d’AMPc intracellulaires consécutifs a la stimulation RCPG par des

différents agonistes.

Les mutations de PDE4D observées dans 'acroPDE sont a I'origine d’'une dérégulation de la
signalisation du PTHrp dans les chondrocytes. Il est donc assez intuitif de penser que ce sont des
mutations activatrices qui augmenteraient I'activité d’hydrolyse de 'AMPc par la PDE4D, quand
celui-ci n’est pas produit en quantité trop importante dans la cellule.

Les principaux arguments en faveur de cette hypothése préalablement a ce travail sont: 1)
le tableau clinique en miroir de 'acroPDE avec celui de la délétion 5q12-1, emportant le géne
PDE4D (63,202); 2) le caractére activateur des mutations de PDE3A dans le syndrome
brachydactylie et HTA familiale dominante, ou les concentrations d’AMPc sont diminuées a
I'origine d’'une diminution de l'expression du PTHrp par rétrocontrdle (55); 3) le caractere
dominant des mutations (expression hétérozygote des mutations). Les premiers résultats
obtenus par technique de BRET avec un plasmide PDE4D muté S190A semble aller dans ce sens
également. En revanche, Kaname et al retrouvent une activité diminuée des PDE4D mutées, a
I'origine d’'une modification du pattern d’expression des autres PDE aboutissant in fine a la
diminution de la phosphorylation de CREB (66). On note que ces mutations, localisées dans les
différents domaines fonctionnels des PDE4D, induisent toutes le méme phénotype, suggérant
qu’elles agissent toutes par le méme mécanisme.

Dans tous les cas, il y a une altération de la signalisation du PTHrp dans les chondrocytes.
Tous les modéles s’accordent jusqu’a présent a dire que le PTHrp inhibe la différenciation et
retarde la fermeture de la plaque de croissance (58,81). C’est le cas notamment des modéles
physiopathologiques que représentent les chondrodysplasie de Blomstrand, par mutation de
PTHR1 (272,273) et les mutations de PTHLH, codant pour le PTHrp (274). Dans notre modéle
murin d’acroR1a, il existe a I'inverse un retard de maturation osseuse. L’hypothese que nous
formulons pour expliquer cette différence est que dans I'acroR1a, contrairement a la PHP1A ou
au Blomstrand, la voie PKA est certes réprimée mais avec des taux d’AMPc non effondrés.

L’AMPc aurait donc un role central dans le développement de la dérégulation du signal du
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PTHrp, altérant la balance prolifération / différenciation des chondrocytes de la plaque de
croissance (57). Le tableau phénotypique osseux est trés similaire dans I'acroPDE et on peut
avancer qu’ici aussi, les variations engendrées par les mutations de PDE4D dans les taux d’AMPc
intracellulaires doivent avoir un role dans la physiopathologie de la chondrodysplasie. On peut
notamment envisager la participation d’EPAC et de la voie Rap1l, d’autant que les résultats
préliminaires d’étude de cette voie semblaient prometteurs.

Par ailleurs, toutes les mutations sont localisées dans les domaines UCR1, UCR2 ou le
domaine catalytique, la plupart trés proches des domaines d’homodimérisation. La dimérisation
des formes longues de PDE4D leur confere une plus grande stabilité et un plus fort pouvoir
catalytique, possiblement en favorisant la phosphorylation par la PKA en position Ser54, qui
active I'enzyme (185). On peut supposer que les mutations modifient cette dimérisation, ou les
sites de phosphorylation. Cedervall et al ont d’ailleurs avancé que les mutations de PDE4D
pouvaient rendre ces enzymes moins sensibles a la régulation (173). Nos résultats quant a
I’étude fonctionnelle de ces mutations sont encore préliminaires. Néanmoins, il existe clairement
une différence dans l'activité d’hydrolyse de I’AMPc entre la PDE4D sauvage et la PDE4D mutée
S190A (plus élevée). En revanche, il n’est pas possible de conclure quant a ce qui se passe dans
une cellule primaire de patient, méme si le fait que les mutations soient hétérozygotes suggére
plutét un effet activateur ou bien un effet dominant négatif. Des expérimentations

complémentaires sont actuellement en cours afin de pouvoir répondre a ces questions.
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SUMMARY

The skeletal dysplasia characteristic of acrodysostosis resembles the Albright’s hereditary
osteodystrophy seen in patients with pseudohypoparathyroidism type 1a, but defects
in the a-stimulatory subunit of the G-protein (GNAS), the cause of pseudohypopara-
thyroidism type 1a, are not present in patients with acrodysostosis. We report a germ-line
mutation in the gene encoding PRKAR1A, the cyclic AMP (cAMP)—dependent regula-
tory subunit of protein kinase A, in three unrelated patients with acrodysostosis and
resistance to multiple hormones. The mutated subunit impairs the protein kinase A re-
sponse to stimulation by cAMP; this explains our patients’ hormone resistance and the
similarities of their skeletal abnormalities with those observed in patients with pseu-
dohypoparathyroidism type 1a.

UMEROUS HORMONES ACTIVATE HETEROTRIMERIC G-PROTEIN—COUPLED
receptors, which then activate G protein and adenylyl cyclase, generating
intracellular cAMP.* In turn, cAMP activates protein kinase A, resulting in
the phosphorylation of specific proteins that mediate the physiological effects of these
hormones.?* Loss-of-function mutations in the gene encoding GNAS cause pseudo-
hypoparathyroidism type 1a, a disease with characteristic developmental and skeletal
abnormalities (collectively called Albright’s hereditary osteodystrophy, i.e., short
stature, brachydactyly most frequently affecting the fourth and fifth metacarpals,
rounded facies, obesity, and heterotopic subcutaneous ossification) that are associ-
ated with hormone resistance.®>
Acrodysostosis (Online Mendelian Inheritance in Man number 101800) is a rare
form of skeletal dysplasia with severe brachydactyly, facial dysostosis, nasal hypo-
plasia, and short stature.®° Advanced skeletal maturation, decreased vertebral inter-
pedicular distance, and obesity are also frequently observed.®® Autosomal dominant
transmission has been reported in some families.® Several features of acrodysostosis
are also present in patients with Albright’s hereditary osteodystrophy.®° Resistance
to either parathyroid hormone or thyrotropin has been suspected in a few patients
with acrodysostosis”® but has not been found in all patients studied,® suggesting
that there may be several forms of acrodysostosis. Since GNAS mutations have not
been found in patients with acrodysostosis, we studied three unrelated patients
with acrodysostosis and multihormone resistance to test the hypothesis that a gene
defect in the cAMP-dependent protein kinase A signaling pathway downstream of
GNAS might be involved.
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METHODS

Three patients were studied, as well as six controls
(three men and three women; mean age [+SE],
3546 years). The methods are summarized in the
Supplementary Appendix (available with the full
text of this article at NEJM.org). Written informed
consent was obtained from all six adult controls,
the one adult patient, and the parents of the two
teenage patients, in agreement with the recom-
mendation of the French Ethics Committee.

RESULTS

PATIENTS

The three patients we studied were small for ges-
tational age at birth and had typical clinical and
radiologic features of acrodysostosis (Table 1, and
Fig. 1 in the Supplementary Appendix). Two patients
were western European; the third was of mixed
descent (western European and West African).

Resistance to parathyroid hormone was as-
certained on the basis of increased circulating
parathyroid hormone levels in the presence of
low or normal serum calcium levels and normal or
increased serum phosphate levels. Plasma cAMP
levels were increased in two patients and were at
the upper limit of the normal range in the third.
Urinary calcium excretion was normal in all three
patients. The maximum tubular reabsorption of
phosphate normalized to the glomerular filtration
rate was increased in two patients. The mean
urinary cAMP excretion, a marker of parathyroid
hormone bioactivity in the kidney, was elevated
under baseline conditions in all three patients as
compared with the six controls (1.33+0.03 vs.
0.58+0.13 pmol of cAMP per millimole of cre-
atinine, P=0.023) (Fig. 2 in the Supplementary
Appendix), a finding that is consistent with para-
thyroid hormone resistance resulting from an ab-
normality downstream of adenylyl cyclase.

All patients had a sharp rise in urinary cAMP
after infusion of human recombinant parathyroid
hormone (Fig. 2A in the Supplementary Appen-
dix); peak values were slightly lower than those
in controls (nonsignificantly). No phosphaturic
response was observed in the patients during the
first hour after parathyroid hormone infusion.
However, since increased phosphate excretion was
observed in only two of the six controls, there was
no significant difference between patients and
controls (data not shown). The mean decrease in

N ENGL ) MED 364;23
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fractional calcium excretion, calculated as [(urinary
calcium+urinary creatinine) x (serum creatinine
+serum calcium)] x 100, was 25*12% among
the three patients 4 hours after parathyroid hor-
mone infusion, which was significantly less than
the 76£13% decrease among controls (P=0.04)
(Fig. 2B in the Supplementary Appendix).

All patients had normal or low thyroxine (T,)
levels in association with increased thyrotropin
levels, indicating resistance to thyrotropin (Table
1). As was observed for parathyroid hormone and
thyrotropin, increased serum calcitonin levels,
measured in two patients, were consistent with
resistance to calcitonin, as is also seen in patients
with pseudohypoparathyroidism type la and a
mutation in GNAS.1%** Impaired growth hormone
secretory responses after growth hormone-releas-
ing hormone challenge indicated resistance to
growth hormone-releasing hormone in the two
patients in whom it was studied (Table 1). Mild
gonadotropin resistance was indicated by the
presence of bilateral cryptorchidism in the two
male patients, decreased testosterone levels in the
adult male patient, increased baseline follicle-
stimulating hormone levels in the female patient,
and peak values for serum follicle-stimulating
hormone and luteinizing hormone that were at the
high end of the normal range in the adult male
patient in response to gonadotropin-releasing
hormone on two occasions (follicle-stimulating
hormone and luteinizing hormone levels, 5.9 and
26.8 IU per liter, respectively, and 5.9 and 19.0 IU
per liter, respectively).

There were no other affected people in the pa-
tients’ families (Fig. 1A). Karyotyping, performed
in each patient during the initial clinical investi-
gation, revealed no abnormalities. Analysis of the
GNAS locus, including sequencing of GNAS exons
1 through 13 and evaluation of methylation at the
four differentially methylated regions, also re-
vealed no abnormalities (data not shown).

IDENTIFICATION OF THE PRKAR1IA MUTATION
Since the patients with acrodysostosis had resis-
tance to hormones in the pathway activated by
G-protein—coupled receptors and cAMP, we hy-
pothesized that a mutation in PRKAR1A, resulting
in an impairment of the responsiveness of pro-
tein kinase A to cAMP, was involved. In our three
unrelated patients, the same heterozygous cytosine-
to-thymidine mutation was identified in exon 11 of
PRKARIA (c.1101C-T) (Fig. 1A). This transversion
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58, oo changed the codon specifying the conserved ar-
ger 23 ginine at position 368 in cAMP-binding protein
8= 35 . o
0 oo 3 28 domain B to a stop codon (p.R368X), resulting in
M 0 N N © T, = % 5 T2 . . .
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Figure 1. Nonsense Mutation Causing R368X in the Three Study Patients with Acrodysostosis.

Panel A shows the pedigrees of each of the three affected patients (represented by solid symbols). All family mem-
bers were unaffected (represented by open symbols). Squares indicate male family members, and circles female
family members. Directly under each pedigree symbol is the chromatogram of the nucleotide sequence of exon 11
of PRKARI1A for that person, with nucleotides indicated under the curves and, under each codon (set of three nucle-
otides), the three-letter symbol of the corresponding amino acid. In our three unrelated patients, the same hetero-
zygous cytosine-to-thymidine substitution was identified (c.1101C>T) (indicated in red), corresponding to a stop
codon (also indicated in red) replacing the arginine at position 368 (p.R368X). Panel B shows a schematic represen-
tation of PRKAR1A. The region that is deleted in patients with the R368X mutation (shaded in gray) includes tyrosine
at position 373 (Y373). In Panel B, cAMP denotes cyclic AMP, DD dimerization domain, and IS inhibitory site. Num-
bers indicate the amino acid residues at the domain boundaries.**> Panel C shows PRKAR1A expression in Epstein—
Barr virus B lymphocytes from two controls and Patient 1 and Patient 2 with acrodysostosis. Expression was analyzed
by Western blotting, as described in the Supplementary Appendix. The mean (+SE) ratio of truncated protein (47 kD)
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to wild-type protein (49 kD) was 3.2+0.2 for Patient 1 and 6.9+0.8 for Patient 2; means are for three replicates.

determinant for the binding of cAMP to domain
B.12 The substitution of the tyrosine 373 by ala-
nine (Y373A) has been shown in vitro to render
protein kinase A less sensitive to cAMP activa-
tion.’? These observations indicate that R368X
should cause a functional defect in PRKAR1A
that is similar to the defect caused by Y373A,
with the resultant formation of protein kinase A
tetramers whose activation by cAMP is impaired.

To show this at a molecular level, we com-
pared cAMP-stimulated protein kinase A activity
in cells transfected with vectors expressing the
mutant complementary DNA (cDNA) that gives
rise to the PRKAR1A amino acid mutations
R368X and Y373A, cDNA corresponding to wild-
type PRKAR1A, and an empty control vector. Cells
were cotransfected with a cAMP responsive ele-

N ENGLJ MED 364;23

ment (CRE)-luciferase construct to assess protein
kinase A activity with the use of CRE-mediated
gene transcription.*>'¢ Wild-type and abnormal
PRKARIA proteins were expressed at similar
levels in these cells, which were higher than the
endogenous PRKAR1A protein levels (Fig. 2A).
As expected, forskolin induced a concentration-
dependent increase in CRE-luciferase activity in
cells transfected with the empty vector (reflecting
endogenous protein Kinase A activity) and in cells
transfected with wild-type PRKAR1A cDNA (Fig.
2B). At all concentrations tested, forskolin induced
less stimulation of protein kinase A in cells over-
expressing wild-type PRKAR1A than in cells
transfected with the empty vector, as previously
described,” reflecting the inhibitory effect of
PRKAR1A-subunit overexpression on protein ki-
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Figure 2. Protein Kinase A (PKA) Activity in Cells Expressing R368X and Y373A PRKAR1A.

Panel A shows PRKAR1A protein expression (analyzed by means of Western blotting) in nontransfected cells or cells
transiently transfected with pCDNA3.1 constructs encoding an empty vector or wild-type PRKAR1A, R368X PRKAR1A,
or Y373A PRKARI1A. Panel B shows PKA transcriptional activity in cells stimulated with various concentrations of
forskolin in the presence of 1 mM isobutylmethylxanthine (IBMX) and as measured by the cAMP responsive ele-
ment (CRE)-luciferase reporter assay (described in the Supplementary Appendix). The results are means of three
replicates, expressed as the factor increase relative to values obtained for nonstimulated cells transfected with the
empty vector. After stimulation with 0.3 yM or 1.0 yM forskolin, cells containing R368X PRKAR1A and cells contain-
ing Y373A PRKARIA had significantly lower CRE-luciferase stimulation than cells containing an empty vector or
wild-type PRKAR1A (P<0.001), and cells transfected with wild-type PRKAR1A had significantly lower CRE-luciferase
stimulation than cells transfected with the empty vector (P<0.001). After treatment with 10 yM forskolin, cells trans-
fected with wild-type, R368X, or Y373A PRKARI1A all had significantly lower stimulation than cells transfected with
the empty vector (P<0.001). T bars indicate standard errors. Panel C shows the results of stimulation of the trans-
fected cells with various concentrations of the 8-aminohexylamino—cyclic AMP (8-AHA-cAMP) analogue, which is
specific to the B domain of PRKAR1A, in the presence of 1 mM IBMX. Treatment with 8-AHA-cAMP led to a signifi-
cant increase in CRE-luciferase activity in cells transfected with either wild-type PRKAR1A or the empty vector
(P<0.05 with 0.3 M and P<0.01 with 30 M 8-AHA-cAMP). In contrast, treatment with 8-AHA-cAMP did not signifi-
cantly increase PKA activity in cells transfected with the R368X or Y373A PRKAR1A mutants. Panel D shows the re-
sults of incubation of lysates from cells cotransfected with the yellow fluorescent protein (YFP)-labeled catalytic
subunit of protein kinase A and wild-type, R368X, or Y373A PRKAR1A-luciferase constructs in the presence of vari-
ous concentrations of 8-AHA-cAMP. Bioluminescence resonance energy transfer (BRET) was calculated (as de-
scribed in the Supplementary Appendix) and is expressed as the mean percentage (across four replicates) of the
BRET ratio measured in the absence of 8-AHA-cAMP. The BRET ratio was calculated as follows: (emission at 530 nm
+emission at 485 nm) - (background at 530 nm+background at 485 nm), where background corresponds to signals in
cells expressing the PRKAR1A-|uciferase fusion protein alone under the same experimental conditions. In Panels B
and C, the x axis is on a log,, scale. In Panels C and D, I bars indicate standard errors.
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nase A activity. H89, a selective protein kinase A
inhibitor acting on the catalytic subunit, com-
pletely abolished the ability of forskolin to increase
CRE-luciferase activity (data not shown). In cells
expressing R368X or Y373A PRKARIA proteins,
forskolin induced a concentration-dependent
increase in CRE-luciferase activity, but with a
marked shift to the right in the dose-response
curve, indicating that the responsiveness of pro-
tein kinase A to cAMP was substantially reduced
(Fig. 2B).

PROTEIN KINASE A ACTIVITY IN RESPONSE
TO A cAMP ANALOGUE

We reasoned that since the 8-aminohexylamino-
cAMP analogue (8-AHA-cAMP) binds preferential-
ly to domain B of PRKAR1A, not to domain A,
protein kinase A-induced transcriptional activity
in cells expressing PRKAR1A mutants lacking a
functional domain B should be impaired in re-
sponse to this analogue.*® As expected, 8-AHA-
cAMP induced a dose-dependent increase in
CRE-luciferase activity in nontransfected cells or
cells overexpressing wild-type PRKAR1A (Fig. 2C).
In contrast, the analogue did not significantly
stimulate CRE-luciferase activity in cells express-
ing R368X or Y373A PRKARIA, even at a high
concentration (30 wM).

RELEASE OF PROTEIN KINASE A CATALYTIC SUBUNITS
Analysis of bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) for the interaction between the
catalytic subunit of protein kinase A and wild-
type, R368X, or Y373A PRKAR1A was performed
to examine the underlying mechanism of hor-
monal resistance. There was a molecular interac-
tion between the catalytic subunit and both the
wild-type and abnormal (R368X and Y373A)
PRKARIA subunits, as shown by the presence of
a strong BRET signal that ultimately reached a
plateau when increasing amounts of the yellow
fluorescent protein (YFP)-labeled catalytic sub-
unit of the protein kinase A acceptor were co-
transfected with a fixed amount of the PRKAR1A-
luciferase donor subunits (data not shown). In cells
transfected with wild-type PRKAR1A, the 8-AHA-
cAMP analogue induced a dose-dependent reduc-
tion of the BRET signal, reflecting the dissociation
between the catalytic protein kinase A subunit and
the PRKAR1A subunit (Fig. 2D). In cells transfect-
ed with the R368X or Y373A PRKAR1A, 8-AHA-
cAMP also induced a dose-dependent reduction of

N ENGLJ MED 364;23

the BRET signal, but the dose—response curve
was significantly shifted to the right for both
mutants: the analogue concentration leading to
a response halfway between baseline and maxi-
mum (the EC,)) was significantly greater for
R368X PRKAR1A (7.1+0.7 10~° M) and for Y373A
PRKARIA (1.2+0.2 10~® M) than for wild-type
PRKARIA (1.0%0.3 10~° M; P<0.05 and P<0.01,
respectively). These results confirm that the nu-
cleotide mutation underlying R368X PRKAR1A
results in the expression of regulatory subunits
that are able to bind protein kinase A catalytic
subunits but whose dissociation from catalytic
subunits is relatively insensitive to cAMP, as com-
pared with wild-type PRKAR1A.

An analysis performed with the use of three-
dimensional models based on published crystal-
lographic structures of bovine and mouse protein
kinase A'? indicated that the mutations that result
in both R368X and Y373A lead to abnormalities in
the domain B pocket that preclude high-affinity
binding of cAMP (Fig. 4 in the Supplementary
Appendix).

DISCUSSION

Our three unrelated patients have acrodysostosis
and resistance to several hormones, and all three
carry the same heterozygous de novo mutation that
results in the amino acid substitution R368X in
PRKARI1A. This mutation introduces a premature
stop codon in the C-terminal portion of PRKAR1A,
thereby disrupting the cAMP-binding domain B.
The alteration of cAMP binding to domain B is
known to disrupt the ordered and cooperative
binding of cAMP molecules first to domain B
and then to domain A of the regulatory subunits
required for activation of protein kinase A by
cAMP,*219 as shown in our study. The abnormal
PRKARIA was present at higher levels in cells
from our patients than was the wild-type pro-
tein, a finding that is consistent with a faster rate
of degradation of wild-type PRKAR1A subunits
than of abnormal PRKAR1A subunits, due to the
preferential release of wild-type PRKAR1A from
protein kinase A tetramers.>2° The presence of
tetramers preferentially formed with the mutated
protein is likely to accentuate the resistance to
cAMP and to explain the dominant effect of this
heterozygous PRKARIA mutation. However, the
mutation leads to an impairment, not a total ab-
sence, of protein kinase A activity. In addition,
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several isoforms of both the regulatory and cata-
lytic subunits of protein kinase A have been iden-
tified, each the product of distinct genes, and a
variety of protein kinase A isoenzymes that use
different combinations of these subunits have
been described.?# Thus, although the most abun-
dant isoenzyme (type 1a), formed by the combi-
nation of catalytic subunit a and PRKAR1A, ap-
pears to be expressed constitutively in most cells,
the deleterious effects of the R368X abnormality
may be more or less pronounced, depending on
the cell-specific expression of alternative protein
kinase A isoforms. This factor may explain the
variation in the extent of resistance to various
hormones that depend on cAMP to signal.

It is interesting that genetic and biochemical
abnormalities in the same cAMP-signaling path-
way are associated with both acrodysostosis with
hormonal resistance and pseudohypoparathyroid-
ism type la. The two conditions share several
typical clinical features (e.g., metacarpal abnor-
malities, obesity, cryptorchidism, and resistance
to hormones that depend on the generation of
cAMD), but other manifestations differ. Although
the impairment of actions mediated by parathyroid
hormone-related protein most likely contributes to
the skeletal phenotype of both diseases, the skel-
etal dysplasia is more severe in acrodysostosis,
with prenatal onset and marked brachydactyly (Fig.
1 in the Supplementary Appendix). Parathyroid-
hormone resistance is less marked in acrodysos-
tosis, as indicated by the absence of hypocalcemia
during follow-up of 10 to 24 years’ duration. The
tissue-specific imprinting of GNAS and the tissue-
specific expression of alternative protein kinase
A isoforms may contribute to the phenotypic dif-
ferences between acrodysostosis and pseudohypo-
parathyroidism type 1a.

REPORT

Because the mutation that leads to R368X re-
sults in PKRAR1A regulatory subunits that are
impaired in their ability to dissociate from cata-
lytic subunits in response to cAMDP, it is, in this
sense, a gain-of-function mutation of PRKARIA
that decreases protein kinase A sensitivity to
cAMP. In contrast, germ-line loss-of-function
mutations of PRKARIA that result in constitutive
activation of protein kinase A induce a disease
called the Carney complex, which can be mani-
fested as various combinations of lentigines, car-
diac myxoma, and primary pigmented nodular
adrenocortical disease.?'?3 Osteochondromyxo-
mas, which have been observed in patients with
the Carney complex and in mouse models, are as-
sociated with increased cAMP-dependent protein
kinase A activity.2+25

In conclusion, we have identified a novel ge-
netic abnormality within the cAMP-signaling path-
way that results in the resistance of protein kinase
A to cAMP stimulation, thereby causing congenital
bone dysplasia associated with resistance to several
hormones. Whether other clinically distinct forms
of acrodysostosis are also due to genetic or epigen-
etic defects at the PRKARIA locus, or in other genes
of the pathway, remains to be determined.

Disclosure forms provided by the authors are available with
the full text of this article at NEJM.org.
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Acrodysostosis syndromes
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Acrodysostosis (ADO) refers to a heterogeneous group of rare skeletal dysplasia that share characteristic features
including severe brachydactyly, facial dysostosis and nasal hypoplasia. The literature describing acrodysostosis
cases has been confusing because some reported patients may have had other phenotypically related diseases
presenting with Albright Hereditary Osteodystrophy (AHO) such as pseudohypoparathyroidism type 1a (PHP1a) or
pseudopseudohypoparathyroidism (PPHP). A question has been whether patients display or not abnormal mineral
metabolism associated with resistance to PTH and/or resistance to other hormones that bind G-protein coupled
receptors (GPCR) linked to Gsa, as observed in PHP1a. The recent identification in patients affected with acrodysostosis
of defects in two genes, PRKAR1A and PDE4D, both important players in the GPCR-Gsa-cAMP-PKA signaling, has
helped clarify some issues regarding the heterogeneity of acrodysostosis, in particular the presence of hormonal
resistance. Two different genetic and phenotypic syndromes are now identified, both with a similar bone dysplasia:
ADOHR, due to PRKAR1A defects, and ADOP4 (our denomination), due to PDE4D defects. The existence of GPCR-
hormone resistance is typical of the ADOHR syndrome. We review here the PRKAR1A and PDE4D gene defects and
phenotypes identified in acrodysostosis syndromes, and discuss them in view of phenotypically related diseases
caused by defects in the same signaling pathway.
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Introduction for the type 1 regulatory subunit of cAMP-dependent protein

Acrodysostosis refers to a heterogeneous group of rare skeletal
dysplasia that share characteristic features, including severe
brachydactyly, facial dysostosis and nasal hypoplasia'™
(Figure 1). Two sources of confusion had plagued the older
literature describing patients with acrodysostosis. First, some
reported patients may have had other phenotypically related
diseases presenting with Albright hereditary osteodystrophy
(AHO), such as pseudohypoparathyroidism type 1a (PHP1a,
MIM103580) or pseudopseudohypoparathyroidism (PPHP,
MIM 612463).5~" Second, it remained unclear whether patients
displayed abnormal mineral metabolism associated with
resistance to parathyroid hormone (PTH) and/or resistance to
other hormones that bind G-protein-coupled receptors (GPCR)
linked to Gsa, as is observed in PHP1a. Both of these issues
have now been resolved in large measure by recent studies
exploring the etiology of acrodysostosis.

Patients affected with acrodysostosis have been found to
have genetic defects in one of two distinct genes, those coding

kinase alpha (PRKAR1A)® or the cAMP-specific phospho-
diesterase 4D (PDE4D).°>'° As a consequence, genetic testing
can now unambiguously establish the diagnosis in most
patients.2~'3 Both of these proteins are important components
in the GPCR-Gsa-cAMP-protein kinase A (PKA) signaling
pathway.'*"® Nevertheless, the impact of these mutations is
different in different tissues, thereby explaining the phenotypic
heterogeneity observed in acrodysostosis, and in particular the
presence or absence of hormonal resistance. Two distinct
genetic and phenotypic syndromes can now be identified that
share common similar features of bone dysplasia: acrody-
sostosis with hormonal resistance (ADOHR), resulting from
PRKART1A defects, and acrodysostosis due to PDE4D defects
(ADOP4) (our denomination).’” As its name suggests, GPCR
hormonal resistance is typical only of the ADOHR syndrome.

In this review, we discuss (i) the PRKAR1A and PDE4D gene
defects, (ii) the phenotypic features that distinguish the two
genotypes causing acrodysostosis and (i), briefly, the pheno-
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Figure 1

Photographs and X rays of the face and hand of a 12-year-old patient affected with ADOHR resulting from the R368X mutation in PRKAR1A. (a) Side and (b) front

photographs of the face. Note the facial dysostosis and severe maxilla-nasal hypoplasia. Photograph (¢) and radiograph (d) of the left hand. Note the shortening of all metacarpals
and phalanges, and the bulky and stocky aspect of all the affected bones. Standard X-rays show the short and broad metacarpals and phalanges, the cone-shaped epiphyses and

advanced carpal and tarsal maturation.

typic features that distinguish patients with ADOHR and other
diseases resulting from defects in the PTH/PTH-related protein
(PTHrP) receptor (PTH1R) signaling pathway, including PHP1a/
PPHP. A review of the literature on acrodysostosis, including
discussion of the features that distinguish ADOHR and these
other diseases resulting from defects in the PTH1R signaling
pathway, has been recently published.®

Genetic Defects

Defects in PRKAR1A and PDE4D were identified by candidate
gene analysis in 20118 and exome sequencing in 2012.%1° To
date, 39 patients with acrodysostosis have been screened for
genetic defects.®'® All cases were sporadic, except for one
family carrying a PDE4D mutation.'® Mutations in PRKARTA
and PDE4D were identified in 22 and 17 patients, respectively.
The disorder occurred in families of different ethnic back-
ground, and appears to affect male and female individuals with
equal frequency (Table 1). PRKAR1A and PDE4D mutations
identified in acrodysostosis were absent in all parents and
siblings tested (except for the family reported’®), and none has
been observed in controls or database sequences. All muta-
tions are heterozygous; all mutated residues are stringently
conserved across mammalian species.

PRKAR1A. PKA is the most common effector of cAMP. In the
absence of cAMP, PKA exists as a tetramer with two regulatory
subunits locking the two catalytic subunits in aninactive state. A
number of isoforms of both regulatory and catalytic subunits
have been described;'*'%17-1® PRKAR1A is the most abun-
dantly expressed regulatory subunit. It is composed of a
dimerization domain, an inhibitory site and two cAMP-binding
domains (domains A and B), each containing a phosphate-

Table 1 Male/female prevalence of ADOHR and ADOP4 in reported series

ADOHR ADOP4 Ref
M F M F
7 7 2 8,11
4 4 10
2 2 1 9
1 12
5 3 13

Abbreviations: ADOHR, acrodysostosis with hormonal resistance; ADOP4,
acrodysostosis due to PDE4D defects; F, female; M, male.

binding cassette (Figure 2). Activation of the PKA enzyme
requires the release of the catalytic subunits, which is triggered
by the sequential binding of cAMP molecules first to domain B
and then to domain A of each regulatory subunit.

PRKARTA mutations identified in acrodysostosis. To date, nine
missense PRKAR1A (reference NM_002734, NP_002725)
mutations associated with acrodysostosis have been identified
in 22 patients®'? (Figure 2). The first-described mutation,
R368X, initially identified in three patients,8 has subsequently
been found in 10 additional patients, confirming that it is
recurrent. Each of the other eight mutations was identified in a
single patient. Eight mutations are localized in domain B and
one in domain A (T239A) (Figure 2).

PRKAR1A: functional defect. Western blot analysis of mutant
proteins performed either in cells from patients or following
transfection demonstrated that all mutant proteins are
expressed®'? (unpublished results). Functional analysis has
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Figure 2 Schematic representation of PRKAR1A indicating the functionally
important domains. The numbers indicate the amino-acid residues at the domain
boundaries (NP_002725). The exons coding for the domains are also indicated. The
activatory mutations identified in ADOHR patients (bold) and in cell lines are indicated
above the diagram. Inhibitory point mutations identified in patients with the Carney
complex are indicated below the diagram. DD, dimerization domain; N-li, N-linker; IS,
inhibitory site; C-li, C linker; CBA and CBB, cAMP-binding domain A and B.

been performed using either Cre-luciferase reporter assays
after expressing mutant proteins in either COS cells (R368X and
Y373A) or HEK 293 cells (T239A), BRET (bioluminescence
resonance energy transfer) technology (R368X and Y373A
mutants) and Western blot analysis of P-CREB (phospho-cAMP
response element-binding protein) expression in patient-
derived lymphoblastoid cell lines®'® (unpublished results).
Taken together, results of these studies demonstrate that the
mutations cause a defect in PKA activation by cAMP, asso-
ciated with a decreased responsiveness of PKA to cAMP. In
agreement, creb phosphorylation was reduced in cells from
patients compared with cells from controls. Thus, the mutants
act as a dominant negative for PKA function and partially
inactivate the catalytic subunit.

Other PRKAR1A gain-of-function ~mutations in cell lines.
Spontaneously occurring point mutations in PRKAR1A proteins
leading to a decreased affinity of domain A or B for cAMP have
been identified in clones of cAMP-resistant mouse S49 lym-
phoma and Y1 adrenocortical tumor cells (Figure 2).2°22 These
mutations act alsoin adominant mannerto repress PKA activity.
One residue (R335) has been found affected by different
substitutions, both in patients and in cell lines, indicating that
the codon for this residue may be a hot spot for mutation.
A mouse model expressing one such dominant-negative
mutation (G325D) in a cell-specific manner has been recently
described.?®

Dominant-negative effect of PRKART1A mutations for PKA func-
tion. The dominant-negative effect of the mutations is mostly
attributable to the preferential binding of catalytic subunits to
mutant regulatory subunits in cells heterozygous for the
mutation, forming either tetrameric kinases with mutant reg-
ulatory subunit homodimers or trimeric kinases with regulatory
subunit wild-type-mutant heterodimers.'*?* This results in
preferential stabilization of mutant regulatory subunits, but
preferential release and accelerated degradation of wild-type
PRKAR1A subunits, ultimately leading to the suppression of
kinase activation. Indeed, we found that mutated PRKAR1A
was present at higher levels than the wild-type protein in cells
from patients, a finding that is consistent with a faster rate of
degradation of wild-type PRKAR1A subunits compared with
that of abnormal PRKAR1A subunits.® It is important to
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emphasize, however, that the mutations identified in patients
and in cells lead to an impairment, not a total absence, of PKA
activity.

PRKART1A loss-of-function mutations. PRKAR1A ‘loss-of-function’
mutations leading to unrestrained PKA activity have been
identified in patients with the Carney complex (OMIM
#160980).%528 Most of the mutations result in the degradation
of MRNA by nonsense-mediated decay and therefore hap-
loinsufficiency at the level of the protein expression. Several
missense mutations or in-frame deletions/insertions resulting in
the expression of modified proteins have also been identi-
fied®”?® (Figure 2). These mutations have been shown to
increase cAMP-specific PKA activation, but may do so through
a variety of different mechanisms, including accelerated
degradation of the mutant proteins due to structural
abnormalities, alteration of the interaction with the catalytic
subunit and facilitation of cAMP binding to the regulatory
subunits, thereby accelerating their dissociation from the
catalytic subunits in response to cAMP.

A G289E substitution located in the cAMP-binding site B,
identified in a patient with acrodysosotosis, modifies a glycine
residue previously found to be mutated (G289W) in the Carney
complex.?”28 On the basis of the ADOHR patient phenotype,
we speculate that the G289E mutation alters the binding of
cAMP, as demonstrated for the R368X, Y373A% and T239A
mutations,?® whereas the G289W mutation, which replaces the
smallest amino acid with the biggest one, may alter the protein
structure, resulting in accelerated degradation and haploin-
sufficiency typically observed in the Carney complex. Previous
examples of different substitutions affecting the same amino
acid but causing different effects on protein function have been
described in the literature.

PDE4D. PDE4D (Reference NP_001098101, NM_001104631)
encodes PDE4D, a class IV cAMP-specific PDE that hydrolyzes
cAMP, and this enzyme is thought to make important con-
tributions to control the specificity and temporal/spatial
compartmentalization of cAMP-induced PKA signaling.*° In
humans, the members of the PDE4D family are derived from a
single gene, but consist of at least nine isoforms that arise
through differential splicing events that modify the N-terminal
region of the protein. Six of the isoforms are classified as ‘long’
(PDEA4D 3, 4, 5,7, 8 and 9), two as ‘short’ (PDE4D 1 and 2) and
one as ‘super-short’ (PDE4D 6).2"*2 All isoforms express the
same C-terminal catalytic domain. All long isoforms express the
upstream conserved region 1 (ucr1), and all isoforms except the
super-short isoform express the upstream conserved region 2
(ucr2). Little is known about the specific expression, function
and regulation of these isoforms in human tissues.

PDE4D mutations identified in acrodysostosis. To date, 12 mis-
sense PDE4D mutations associated with acrodysostosis have
been identified in 17 patients (Figure 3).>'"'® One mutation
(E590A) was found in two patients. Six mutations involve amino
acids located in ucr1 shared by all the long isoforms. One of
these mutations affects a PKA consensus phosphorylation site,
and four affect contiguous amino acids. Three mutations are in
ucr2. Three mutations cause missense mutations in the cat-
alytic region. Notably, the mutations identified in PDE4D are
located on the three main functional domains, indicating that
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Figure 3 Schematic representation of long isoforms of PDE4D indicating the
functionally important domains. The numbers indicate the amino-acid residues at the
domain boundaries (NP_001098101). The exons coding for the domains are also
indicated. The catalytic domain is shared by all isoforms, the upstream conserved
region 1 (ucrl) is shared by all long isoforms, and the upstream conserved region
2 (ucr2) is shared by all isoforms except for the super-short isoform. The missense
mutations identified in patients with ADOP4 are shown above the diagram. UCR,
upstream conserved region; LR, linker region; Cat, catalytic domain.

defects in all isoforms (long, short and super-short) can cause
ADOP4 (Figure 3).

PDE4D: functional defect. Functional studies of the mutant
PDE4D proteins have not been performed, and the evidence
supporting the pathogenicity of the putative causative PDE4D
mutations is not as established as in the case of PRKAR1A. On
the basis of the bone phenotype, the mutations are expected to
cause a defect in PKA activation, at least in endochondral bone
(see below). As PDEs catabolize cAMP, and the mutations are
heterozygous, we speculate that the mutations lead to a
dominant gain of function. Interestingly, and supporting our
hypothesis, heterozygous loss-of-function mutations in two
other PDE family members, PDE11A and PDES8B, have been
associated with adrenal hyperplasia, a major clinical feature of
the Carney complex.®3-3% A murine model of PDE4D deficiency
has been developed.®® Mice with homozygous PDE4D defi-
ciency exhibited delayed growth at birth, but growth rate
returned to normal after 2 weeks. This phenotype appears to be
different from that seen in acrodysostosis. In addition, the
PDE4D "/~ mice had a phenotype similar to the PDE4D*/+
mice, an observation that also differs from the acrodysostosis
patients. Clearly, additional functional studies exploring the
PDE4D mutants in vivo and in vitro will be of great interest.

Inheritance. Genetic inheritance of acrodysostosis has not yet
been reported in ADOHR.'® Observations of familial ADOHR
with apparent autosomal dominant inheritance have been
reported on the basis of phenotypic criteria. Autosomal
dominant inheritance has been reported for one family carrying
a PDE4D mutation.™

Phenotypic Similarities and Differences Associated with
PRKAR1a and PDE4D Mutations causing Acrodysostosis

Acrodysostosis. Features. The dysostosis characterizing
acrodysostosis is similar in patients affected by ADOHR and
ADOP4. Typical clinical features comprise a facial dysostosis
(broad face, widely spaced eyes, maxillonasal hypoplasia)
associated with a peripheral dysostosis characterized by small
broad hands and feet with stubby digits, except for the big toe,
which is enlarged'™ (Figure 1). Adults usually have a severe
short stature (-3 to —5 SD).

A number of radiological abnormalities have been identified.
Typically, patients have hypoplasia of the skull and
thickened calvaria. All tubular bones of the hands and feet
are symmetrically affected by a severe brachydactyly type E
(BDE) and present cone-shaped epiphyses with early epiphy-
seal fusion.”™"" Most patients have a loss of the widening
of the lumbar interpediculate distance that typically occurs in
the cephalocaudal direction. In the majority of patients
evaluated during childhood or adolescence, bone age is
advanced.'"1®

Abnormalities restricted to a subgroup of patients have also
been observed. Two of 22 individuals with ADOHR had
brachymetacarpy and/or brachymetatarsy that were more
severe in certain digits. In one patient, a brachymetacarpy
affecting mostly the fourth and fifth digits and a brachymeta-
tarsy affecting mostly the third to fifth digits was observed, and
the other patient had a brachymetatarsy affecting predomi-
nantly the third and fourth digits. In these cases, as in other
patients with acrodysostosis, however, all digits were affected
to some extent.’” Each of these patients carried a different,
previously undescribed PRKAR1A mutation (not R368X).

Although generally similar, some differences in the dysostosis
seenin ADOHR and ADOP4 have been noted. The maxillo-nasal
hypoplasia with flattening of nasal ridge appears to be more
severe in ADOP4 patients.'®'" One patient with ADOP4 was
originally diagnosed as having acroskyphodysplasia.’” The
majority of patients with ADOHR are born small for gestational
age, and this does not appear to be the case for patients with
ADOP4."%1" Some patients with ADOP4 do not present a short
stature.™®

Pathogenesis. As indicated above, the skeletal phenotype
defining acrodysostosis is quite similar in ADOHR and ADOP4.
A major characteristic is the severity of the BDE, with severe and
symmetrical growth defects seen in all tubular bones of the
hands and feet (metacarpals and metatarsals and/or pha-
langes, except the big toes). Affected bones, in particular
the tubular bones of the hands and feet, develop through
endochondral ossification, a process highly regulated
by ligand-receptor interactions between PTHrP and
PTH1R.®"*8 PTH1R belongs to the group B of the GPCR family,
and signals mainly through the Gso-cAMP-PKA pathway.®®
Inhibition of this pathway accelerates the normal differentiation
process of growth plate chondrocytes, and leads to advanced
skeletal maturation. We speculate that most of the skeletal
abnormalities in acrodysostosis result from the impairment in
PKA activation by PTHrP due to PRKAR1A or PDE4D muta-
tions. Accordingly, some features of the dysostosis, and in
particular the BDE, are reminiscent of defects to that observed
in AHO caused by Gsa. haploinsufficiency,*® and in Blomstrand
lethal chondrodysplasia, caused by homozygous or compound
heterozygous inactivating mutations in the PTH1R.*' The BDE
in AHO is variable and affects most frequently the fourth and fifth
metacarpals. In Blomstrand lethal chondrodysplasia, it is
extremely severe and associated with a major advance in
skeletal maturation. Thus, the severity of the abnormalities seen
in acrodysostosis are intermediate between those seenin these
two entities.

Hormonal resistance. Features. Resistance to hormones
acting through GPCR-Gsa-cAMP-PKA signaling pathway, and
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in particular PTH and thyroid-stimulating hormone (TSH), has
been analyzed in 20/22 patients with ADOHR and in 14/17
patients with ADOP4.81%'3 Al patients with ADOHR were
resistant to PTH, as indicated by increased circulating PTH
levels in the presence of low or normal serum calcium, and
normal or increased serum phosphate, and in the absence of
vitamin D deficiency or renal insufficiency. ADOHR patients had
increased basal urinary cAMP levels and showed a sharprise in
urinary cAMP after infusion of recombinant PTH, consistent with
a defect in the PTH-GPCR-Gso-cAMP pathway downstream of
adenylyl cyclase.® In ADOHR, resistance to TSH was docu-
mented by increased TSH with normal or low thyroxine levels in
16/20 patients. Current evidence indicates that responses to
LH, FSH, calcitonin, GHRH and epinephrine are also altered in
some patients with PRKAR1A mutations and ADOHR, but to a
variable extent, as has also been described for PHP1a. One
patient with the R368X PRKAR1A mutation gave birth to a
normal child after a spontaneous pregnancy, indicating the
absence of infertility."

By contrast, neither PTH nor TSH resistance has been
consistently observed in ADOP4 patients.? %118 One ADOP4
patient (the only studied for this parameter) had basal urinary
cAMP levels that were within the normal range, and no obvious
alterations in renal cAMP production were present.'’ One
ADOP4 patient, for whom the possibility of PTH resistance was
raised, may have had vitamin D deficiency, which would explain
his normal serum phosphate, low 25-OH cholecalciferol and
high serum PTH.'® Congenital hypothyroidism was reported in
two ADOP4 patients.%13

Pathogenesis. Thus, it appears that PRKAR1A but not PDE4D
patients express a general resistance to hormones acting
through GPCR-Gsa-cAMP-PKA signaling, shared by numerous
agonists.>®

The observation that PRKAR1A mutations result in a broad
phenotype of GPCR-Gsu-cAMP-PKA resistance, causing
skeletal dysostosis and hormonal resistance, is likely due to
the fact that PRKAR1A is the most abundantly expressed and
ubiquitous regulatory subunit of PKA, the most common
downstream effector of cAMP. The phenotype is broadly
reminiscent of PHP1a,*®*? where maternally inherited loss
of function in GNAS, the post-receptor regulator of the GPCR-
Gsa-cAMP pathway, results in resistance to PTH and TSH and
in a somewhat comparable skeletal dysplasia (see below).

In contrast to patients with ADOHR, patients with ADOP4 do
not demonstrate obvious abnormalities in mineral metabolism
or renal cAMP production, as would be expected if renal PTH
hormonal resistance were present. However, the presence of
the dysostosis indicates that there is a defect in the cAMP
signaling pathway in skeletal tissues. A possible explanation for
these differences is that the affected PDE4D isoforms are not
similarly active in different tissues, which could explain the
absence of PTH resistance in the kidney but the presence of
PTHrP resistance in the growth plate, thereby accounting for the
bone phenotype. Alternatively, PDE4D may be expressed in
both renal proximal tubule and bone cells, but notinvolved inthe
renal response to PTH. It is also possible that there is some
phenotypic variability in the biochemical and endocrine con-
sequences of the PDE4D mutations. Clearly, evaluation of
additional patients affected with ADOP4 will be required to
confirm these findings. These findings highlight the specific
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contributions of PRKAR1A and PDE4D in cAMP signaling in
different tissues.

Mental retardation. Mental retardation was reported in 8/9
ADOP4 patients.®'" Patients with ADOHR do not present with
mental retardation, although behavioral disorders were
observed in 7/19 patients for whom information was available,
and mild developmental disabilities were noted in four.~'2 Mild-
to-moderate mental retardation is common in patients with
PHP1a and Gso. deficiency.*® In some of these cases, retar-
dation may be, at least in part, a consequence of hypocalcemia
and hypothyroidism. Controlling these abnormalities, however,
has not always prevented cognitive dysfunction, raising the
possibility that other mechanisms, such as an abnormality in
neurotransmitter signaling, may be involved. Taken together,
these results illustrate the important role played by the Gsa-
cAMP-PKA signaling pathway in the central nervous system
and its influence on the development of specific cognitive and
psychic brain functions. Careful evaluation of intellectual
abilities and neuronal activity of patients should provide insights
into the role of the different components of this pathway in
cerebral functions such as learning and memory.

Subcutaneous ossification. Subcutaneous ectopic ossifi-
cations are not reported in ADOHR and ADOP4. One patient
with the recurrent R368X PRKAR1TA mutation presented cal-
cifications of the central nervous system.®

Skin spots. The presence of pigmented skin spots was
evaluated in 16 patients with acrodysostosis for whom genetic
analysis was also performed. Pigmented skin spots were
observed in 7/14 and 1/2 patients, respectively, with ADOHR
and ADOP4."" These lesions are reminiscent of the café-au-lait
spots observed in the McCune Albright syndrome*® and the
Carney complex,** two diseases associated with constitutive
activation of the PKA-mediated pathway downstream of the
melanocortin 1 receptor.

Acrodysostosis and Other Diseases Resulting from LOF
Defects in the PTH1R/Gsa/cAMP/PKA Pathway

For recent reviews, refer to.164

PTHLH. Heterozygous loss-of-function mutations in PTHLH, the
gene coding PTHrP, an agonist equipotent with PTH for stimulation
of PTH1R, cause autosomal-dominant BDE associated with short
stature.***" The BDE is fairly mild with variable expressivity. No
hormonal resistance is present, as expected.

PTH1R. As indicated above, compound heterozygous or
homozygous inactivating mutations in PTHTR lead to Blom-
strand’s lethal chondrodysplasia (OMIM #215045), an auto-
somal recessive disorder characterized by strikingly
accelerated chondrocyte differentiation and multiple additional
abnormalities.

Gsa/GNAS locus. The GNAS locus encodes four alternative
transcripts in addition to Gsa, and is imprinted in a tissue-
specific manner.*? Genetic and epigenetic defects in the GNAS
locus cause, according to their allelic origin, the heterogeneous
syndromic diseases, pseudohypoparathyroidism (PHP), PPHP
and progressive osseous heteroplasia. The distinction between
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Table 2 Major distinct features associated with PRKAR1A and PDE4D heterozygous mutations and maternally inherited Gso. mutation

Gene defect PRKAR1A

PDE4D Gsu

Functional defect Gain of function

Gain of function Loss of function

(putative)
Disease Acrodysostosis/ADOHR Acrodysostosis/ADOP4 PHP1a
Transmission Sporadic/AD Sporadic/AD AD/maternally inherited
Peripheral dysostosis
Short stature + + +/— +
Onset Prenatal ? Post natal
Face Nasal/maxillary hypoplasia Nasal/maxillary Rounded
hypoplasia
Brachydactyly Severe? Severe Variable
Cone-shaped epiphyses Constant Constant Discussed
Resistance to hormones signaling through cAMP
PTH/TSH +/+ —/- ++/++
PTHrP + + + + +
Others + ? +

Intellectual ability
retardation

Subcutaneous ossifications Not reported

Pigmentary skin spots +

Behavorial disorder/no mental

Mental retardation Moderate mental retardation

Not reported +
+ No

Abbreviations: AD, autosomal dominant; ADOHR, acrodysostosis with hormonal resistance; ADOP4, acrodysostosis due to PDE4D defects; PDE4D,
phosphodiesterase 4D; PHP1a, pseudohypoparathyroidism type 1a; PRKAR1A, type 1 regulatory subunit of cAMP-dependent protein kinase alpha; PTH, parathyroid

hormone; PTHrP, PTH-related protein; TSH, thyroid-stimulating hormone.

2/22 patients with acrodysostosis each with a novel PRKARTA mutation presented some variability in the brachydactyly reminiscent of that observed in PHP1a.™

these pathologies relies essentially on the presence or absence
of the AHO and of hormonal resistance, in particular, to PTH.
AHO is a constellation of variable developmental and skeletal
defects, including BDE, caused by Gsa haploinsufficiency.*°
Paternally inherited heterozygous inactivating germ-line
mutations in GNAS cause PPHP (typically characterized by the
presence of AHO and the absence of hormonal resistance) and
progressive osseous heteroplasia (OMIM #166350). Maternally
inherited heterozygous inactivating germ-line mutations in
GNAS cause PHP1a, characterized by the presence of AHO
and hormonal resistance. Maternally inherited epigenetic
defects in the GNAS locus cause PHP1b, typically char-
acterized by resistance to PTH and no AHO.

Since the first reports, some clinical and radiological findings
in acrodysostosis were noted to be similar to those observed in
PHP1a/PPHP syndromes.>” However, distinct differences
exist'® (Table 2). In particular, although both conditions present
with stocky appearance and BDE, the brachydactyly in the
PHP1a/PPHP syndromes is of variable severity. By contrast,
the skeletal phenotype in both ADOHR and ADOP4 is severe
and quite stereotypic. In contrast to the skeletal dysplasia,
resistance to PTH and other hormones signaling through GPCR,
such as TSH, are less pronounced in ADOHR thanin PHP1a and
absent in ADOP4.

An overlap may exist, however, between the features of
brachydactyly in patients with acrodysostosis and PHP. As
indicated above, occasional patients with ADOHR present
brachydactyly affecting more severely the fourth and fifth
metacarpals. Conversely, some patients with PHP1a and
maternally inherited Gso. mutations can present with a severe
metacarpy and metatarsy, resembling that typically seen in
ADOP4 and ADOHR, although phalanges are usually spared in
PHP1a. Although patients with PHP1b usually lack evidence of
AHO, mild AHO and brachydactyly have been reported in a few

patients with PHP1b and GNAS methylation defects.*34° Thus,
patients with BDE with or without hormone resistance should be
evaluated for a panel of genetic alterations, including GNAS,
PRKART1A, PDE4D and PTHLH, as well as epigenetic altera-
tions within the GNAS locus.

HDAC4. Heterozygous deletions or mutations of HDAC4
coding for histone deacetylase 4 have been identified in
patients with Brachydactyly Mental Retardation Syndrome.
This syndrome presents with a range of features, including
intellectual disabilities, developmental delays, behavioral
abnormalities, autism spectrum disorder and craniofacial and
skeletal abnormalities comprising BDE.®° Interestingly, a link
between PTHrP-PKA signaling and HDAC4 regulation of
chondrocyte differentiation has been demonstrated.®’

Acrodysostosis and Other Gene Defects

Michot et al.'® reported one patient with acrodysostosis without
maxillonasal hypoplasia and no evidence of hormonal resis-
tance, in whom they could not identify point mutations in the
coding sequence of PRKAR1A or PDE4D.

Conclusion

In conclusion, arecent series of studies evaluating patients with
acrodysostosis syndrome has allowed the subdivision of this
entity into two different genetic and phenotypic diseases
referred here as ADOHR, resulting from mutations in PRKAR1A,
and ADOP4, resulting from mutations in PDE4D. GPCR hor-
mone resistance is typical only of the ADOHR syndrome. In
addition to clarifying the etiology of these diseases, these
results highlight the specific contributions of PRKAR1A and
PDE4D in cAMP signaling in different tissues, and the key role
played by the GPCR-Gsa-cAMP-PKA signaling pathway and its

NOVEMBER 2012 | www.nature.com/bonekey
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specific effectors for the development of cognitive functions.
Additional in vivo and in vitro work exploring the function of
PDE4D mutants will be of great interest, as will be the study of
the molecular mechanisms leading to similar pigmented skin
lesions in genetic disorders resulting from both constitutive
inhibition and activation of the PKA-mediated pathway. Finally,
current evidence does not exclude the possibility that defects in
other genes can cause acrodysostosis with or without hormonal
resistance.
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ABSTRACT

In humans, activating mutations in the PRKARIA gene cause acrodysostosis 1 (ACRDYS1). These
mutations result in a reduction in PKA activation caused by an impaired ability of cAMP to
dissociate mutant PRKARIA from catalytic PKA subunits. Two striking features of this rare
developmental disease are renal resistance to PTH and chondrodysplasia resulting from the
constitutive inhibition of PTHR 1/Gsa/AC/cAMP/PKA signaling. We developed a knock-in of the
recurrent ACRDYS1 R368X PRKARI1A mutation in the mouse. No litters were obtained from
[R368X]/[+] females (thus no homozygous [R368X]/[R368X] mice). In [R368X]/[+] mice, western
blots analysis confirmed mutant allele heterozygous expression. Growth retardation, peripheral
acrodysostosis (including brachydactyly affecting all digits) and facial dysostosis were
demonstrated in [R368X]/[+] mice by weight curves and skeletal measurements (Micro-CT scan) as
a function of time. [R368X]/[+] male and female mice were similarly affected. Unexpected,
however, whole-mount skeletal preparations revealed a striking delay in mineralization in new-born
mutant mice, accompanied by a decrease in the height of terminal hypertrophic chondrocyte layer,
an increase in the height of columnar proliferative prehypertrophic chondrocyte layer, and changes
in the number and spatial arrangement of PCNA positive chondrocytes. Plasma PTH and basal
urinary cAMP were significantly higher in [R368X]/[+] compared to WT mice. PTH injection
increased urinary cAMP similarly in [R368X]/[+] and WT mice. PRKACA expression was
regulated in a tissue (kidney not bone and liver) manner. This model, the first describing the
germline expression of a PRKAR1A mutation causing dominant repression of cAMP-dependent
PKA, reproduced the main features of the ACRDYSI1 in humans. It should help decipher the
specificity of the cAMP/PKA signaling pathway, crucial for numerous stimuli. In addition, our
results indicate that PRKARI1A, by tempering intracellular cAMP levels, is a molecular switch at
the crossroads of signaling pathways regulating chondrocyte proliferation and differentiation. This
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INTRODUCTION

A very large number of G protein coupled receptors (GPCRs), including receptors for bioamines,
peptides, taste, odorant molecules, glycoprotein hormones, activate the ubiquitously expressed
heterotrimeric G protein alpha-subunit (Gsa) and adenylyl cyclase and signal via cyclic adenosine
3,5'-monophosphate (cAMP) as a second messenger . The most common effector of cAMP is
protein kinase A (PKA) “. In the absence of cAMP, PKA exists as a tetramer in which two
regulatory subunits lock the two catalytic subunits in an inactive state. Activation of the enzyme
requires the release of the catalytic subunits, which is triggered by the sequential binding of cAMP
molecules first to domain B, then to domain A of the regulatory subunits . There are four different
isoforms of the regulatory subunit: the ubiquitously expressed PRKAR1A and PRKAR2A, as well
as the brain/testis specific PRKARIB and adrenal/adipose tissues specific PRKAR2B. The
regulatory subunits associate with two different catalytic subunits, the ubiquitously expressed
PRKACA or the brain-specific PRKACB. PKA tetramers are formed predominantly of PRKACA

and PRKARIA isoforms. cAMP is degraded by the superfamily of phosphodiesterases (PDE) 7.

Inactivating mutations of PRKAR1A have long been recognized as a genetic cause of Carney
complex, a multiple endocrine neoplasia syndrome associating pigmented micronodular adrenal
hyperplasia, cardiac myxoma, lentiginosis, pituitary tumors, and other tumors "”. Most of the
mutations are nonsense or insertion/deletion mutations resulting in nonsense mediated decay of the
mRNA and the absence of protein translation ", The haploinsufficiency results in constitutive

activation of PKA as the consequence of increased concentrations of free catalytic subunits.

More recently, mutations in the PRKARIA gene have been identified in patients with
acrodysostosis, a heterogeneous group of rare skeletal dysplasias. The first such mutation
described, identified in three unrelated patients, was a nonsense mutation in the last exon of
PRKARIA (p.R368X) producing a truncated protein with a partial deletion of the cAMP-binding

domain B "*'¥. Functional characterization of this mutant protein demonstrated that it associated

This article is protected by copyright. All rights reserved



4
normally with the catalytic subunits, but causes an alteration of the dissociation of the subunits by
cAMP as the consequence of a reduced affinity of the PRKARIA mutant for cAMP binding 2.
Subsequently, other mutations of PRKARIA have been identified in patients with acrodysostosis,
including both missense and nonsense mutations, all of which were localized in one of the two
cAMP-binding domains of the protein *'?. All reported patients with PRKARIA mutations
presented a similar phenotype (acrodysostosis accompanied by resistance to several hormones,
including PTH and TSH), now defined as acrodysostosis type 1 (ACRDYS1). Assessment of the
functional consequences of several described PRKARIA mutations demonstrated a common

@0 Thus, these

molecular mechanism, dominant repression of cAMP-stimulated PKA activity
mutations inhibit cAMP dependent PKA activation by a mechanism similar to that described for the
PRKARIA mutations identified in the S49 and YY cell lines ?'*?. Constitutive inhibition of PKA
signaling caused by mutations in the GNAS gene (coding for Gsa) ®***> and the PDE4D gene '
172620 have also been reported in patients presenting phenotypically related diseases,

pseudohypoparathyroidism type la (PHPla) or pseudopseudohypoparathyroidism (PPHP), and

acrodysostosis type 2, respectively.

As indicated above, the main phenotype of the patients carrying gain of function mutations in
PRKARTA is chondrodysplasia associated with resistance to PTH. However, other phenotypic
traits are present, consistent with the crucial role of the cAMP/PKA pathway in signal transduction

. - (2,3,11,2
for numerous stimuli @>!1%®),

Our aim was to establish a mouse model allowing assessment of
consequences resulting from the germline expression of a mutation causing the dominant repression
of the PRKAR1A/PKA signaling pathway. We chose to express the p.R368X PRKARIA mutation

because it is a recurrent PRKARIA mutation causing acrodysostosis, whereas other PRKARIA

mutations causing acrodysostosis are essentially private.
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MATERIALS AND METHODS

Prkarla point mutation R368X knock-in mice

Prkarla point mutation R368X knock-in mice were generated on a C57B1/6J genetic background by
GenOway (Lyon, France) and kept on a C57Bl/6J genetic background. To do so, the genomic
region of interest was subcloned in 2 parts, the short homology arm [a 3564 bp fragment containing
exon 12 of the mouse Prkarla gene (equivalent to exon 11 in human)], and the long homology arm
(a 4890 bp fragment containing exon 9, 10 and 11) were obtained by PCR (primers sequences
available upon request) and subcloned into the pCR4-TOPO (+) vector (figure 1A). Sequences
were verified by sequencing. The R368X mutation was introduced in the short homology arm
construct by site-directed mutagenesis. A floxed neomycin (neo) cassette was introduced at the 3'-
end of the long homology arm insert. A dipheteria toxin negative selection cassette was added at
the 3'-end of the short homology arm. The final targeting vector was constructed by ligation of the
3'-end of the long homology arm insert to the 5'-end of the short homology arm. Following
transfection of the targeting vector into embryonic stem cells, negative and positive selections were
performed by diphtheria toxin and neo selection, respectively. Homologous recombination events in
ES clones were first screened by PCR and confirmed at both the 5' and 3' junctions on positive
clones by Southern blotting. Male chimeras generated from this procedure were mated with
C57BL/6J Cre deleter females to excise the neomycin selection cassette and to generate
heterozygous mice carrying the Neo-excised knock-in allele. Animals were housed four to five per

cage at 23°C on a light/dark cycle and were fed a standard rodent chow.

Genotyping

Genotyping was performed by PCR analysis using the oligonucleotide primers 73294cof-SHM1 5°-
ACTTTATTCAGTTAATAGATGAGCACAGACCAAGC-3’ and 73295cof-SHM1 5’-
AAAGAGACAGTAACGACTATCACCTATGGAAGC-3’. The reaction mix was: genomic DNA 30

ng, primers 15 pmol each, dNTPs 0.5 mM, 10X Reaction buffer 0.1 Vol, Reaction volume 50 pl,
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6
Expand Long Template Polym (Roche) 2.6 U. The reaction conditions were: Denaturing 94°C, 120s,
Ix; Amplification (94°C 30s; 65°C 30s; 68°C 300s) x35; Completion 68°C, 480s, 1x. The 328 bp
fragment corresponds to the WT PRKARIA allele and the 421 bp fragment corresponds to the R368X

PRKARIA knock-in Cre-excised allele (figure 1A and B).

Breeding, crossing and follow up of mice from one to 6 months

To generate R368X PRKARI1A mice, we performed breedings between [R368X]/[+] females and
WT males, [R368X]/[+] males and WT females, and [R368X]/[+] females and males. All mice
were maintained on a 12 hr light and 12 hr dark cycle with normal mouse chow and water in an SPF
facility until weaning. At weaning, mice were transferred to standard housing facility with
unlimited access to water and standard pelleted food (rodent diet 3800PMS10, Provimi Kliba,
Kaiseraugst, Switzerland). Chemical methods were used to sacrifice mice according to the ethical
protocol approved by the Animal Care Committee of French Veterinary Services (DPP Haut de

Seine, France; agreement number C-9204901).

Skeletal analysis

Staining and visualization of whole skeletons. For staining and visualization of whole skeletons,
pups at postnatal day (PND) 1 and 7 were dissected and stained with alizarin red or alcian blue @9,

Pictures of stained animals were taken using a Leica M80 stereomicroscope equipped with a Leica

IC80 HD camera.

Histology and Immunohistochemistry. The hind-limbs of PND4 [R368X]/[+] and WT littermates
(n= 3 and 2 per group respectively) were dissected and fixed for 48 hours in a 4%
paraformaldehyde solution according to 30, Samples were decalcified for 4 days at 4°C in 4.13%
EDTA, progressively dehydrated and embedded in Paraplast (Oxford Labware, St Louis, MO,

USA). Seven um thick paraffin tissue sections centered on the tibias were prepared, deparaffined
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and rehydrated. Sections were either stained with hematoxylin and eosin (H&E) G or processed for
immunohistochemistry. For the later, non-specific protein binding was blocked by incubation in 1%
BSA for 90min at room temperature. Sections were incubated overnight at 4'C with a mouse
monoclonal antibody recognizing Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA, Calbiochem®,
Germany) diluted at 1/75. Tissue sections were rinsed and incubated with an anti-mouse
immunoglobin (Dakocytomation, Denmark) for 90min at room temperature. The color reaction was
developed using 3.3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB). As negative controls, primary

antibodies were omitted.

Histomorphometry. To determine the number of proliferating cells in the growth plate of PND4
mice, sections were examined morphometrically at a constant magnification (x100) and the number
of PCNA" cells was counted with the object counter of Analyze Software (v. 11.0, Biomedical
Imaging Resource, Mayo Clinic, Rochester, MN) according to ®?. The heights of the columnar
proliferative prehypertrophic and hypertrophic chondrocyte zones were measured using Image J

software (3-10 sections per animal spaced by 10 sections) according to ©2.

In vivo Micro-CT analysis of mice. [R368X]/[+] and WT littermate mice were scanned using a
high-resolution X-ray Micro-CT device (Quantum FX Caliper, Life Sciences, Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) hosted by the PIV Platform, EA2496 (Montrouge, France) 33 Animals were
anesthetized (isoflurane, induction at 3-4 % under airflow of 0.8-1.5 L/min; 1.5-2 % under 400-800
ml/min thereafter) and placed in a standard mouse holder provided by the manufacturer.

Global bone mineral density, surface and volume were measured in PND4 [R368X]/[+] and
WT littermates (n= 7 and 4 per group, respectively) by setting the X-ray source at 90 kV and 160
HA. Tridimensional images were acquired with an isotropic voxel size of 20 pm. An internal density
phantom, calibrated in mg of hydroxyapatite, was used to scale bone density. Full 3D high-
resolution raw data were obtained by rotating both the X-ray source and the flat panel detector

through 360° around the sample (scanning time: 3 min). Tridimensional renderings were
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subsequently extracted from Dicom data frames using the open-source OsiriX imaging software
(v5.7.1, distributed under LGPL license, Dr A. Rosset, Geneva, Switzerland). Measures of bone
mineral density, surface and volume were performed with Analyze software (v. 11.0, Biomedical
Imaging Resource, Mayo Clinic, Rochester, MN).

For quantification of the dysostosis phenotype, 4-6 [R368X]/[+] and WT male and 5-7
[R368X]/[+] and WT female littermates from 3 and 5 litters respectively were scanned every 2
weeks from weaning to 3 months, and then at 4, 5 and 6 months. Hands and arms were scanned
with a resolution of 0.04 mm and a field of view (FOV) of 20 mm, heads with a resolution of 0.059
mm and a FOV of 30 mm, and full bodies with a resolution of 0.236 mm and two FOV of 60 mm
merged in a dynamic scan using the Rigaku software (Perkin Elmer). After acquisition, 3D
reconstructions were performed using the Rigaku software and morphometric analyses were
performed using the OsiriX imaging software (v.5.6 64 bit, OsiriX, Geneva, Switzerland) from
stacks of 2D images. Body mass index was calculated by dividing the weight (in g) by square root
of the tail-less length (in cm) and body surface was calculated by dividing the tail-less length (in

cm) by the cube root of the weight (in g), as described G4,

Hormonal and biochemical measurements in plasma and urine

Plasma and urinary calcium, phosphorus and creatinine were determined using a Modular P Roche
analyzer. Plasma intact PTH and TSH were measured by ELISA (Immutopics and Cloud-Clone
Corp respectively). Urinary calcium excretion was adjusted for glomerular filtration rate as follows
(urine calcium/creatinine clearance ratio (UCCR= [UCa (mmol/l)] x PCr (umol/) / 1000] + [PCa
(mmol/l) x UCr (mmol/l)]. Urinary cAMP was measured by ELISA using the Biotrak Enzyme
immunoassay (EIA) System (Amersham). To determine PTH responsiveness in vivo, urine was
collected from mice before and 30 min after s.c. injection of 50 nmol/kg human PTH(1-34) as
described ©?. Urinary cAMP and urinary creatinine (used for normalization) were quantified as

described above.
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Samples were collected by submandibular puncture, and by cardiac puncture at the time of sacrifice.
7-8 [R368X]/[+] and WT male and 9-10 [R368X]/[+] and WT female littermates from 3 and 5
litters respectively were studied. For each mouse, blood and urines samples were collected two to
five times between 3 to 6 months. Biochemical parameters were measured, and the mean value for
each mouse was calculated. It was determined in preliminary experiments that the measured

biochemical parameters did not change as a function of time.

Western Blot analysis

Liver, bone and kidney were isolated from [R368X]/[+] and WT animals, immediately placed in
liquid nitrogen, and stored at -80°C. Samples were thawed into homogenization buffer [50 mM
Tris-HCI1 pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.2 mM NaF, 0.2 mM Na3VO04, 1% Triton-x100,
with complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche)], sonicated, and centrifuged at 16,000
rpm, after which the supernatant was collected and assayed for protein concentration using a BCA
protein assay (Pierce). Total proteins (30 pg) were run on 15% polyacrylamide one-dimensional
SDS-PAGE, and the proteins were transferred to nitrocellulose membranes. Blots were blocked in
Odyssey Buffer, and incubated overnight at 4°C as described '**” with the appropriate primary
antibodies (monoclonal mouse antibodies recognizing the PRKARIA regulatory subunit (ref
PKA[R1a] 610609), the Prkaca catalytic subunit alpha (ref 610980), PRKAR2A regulatory subunit
(ref 612242), and the PRKAR2B regulatory subunit (ref 610625) (all from BD Transduction
Laboratories) and 8 actin (Sigma, # A2228). Membranes were washed and further incubated with a
1/500 dilution of a goat anti-rabbit immunoglobulin antibody conjugated to horseradish peroxidase
(Promega), and finally developed using SuperSignal West Femto Chemiluminescent Substrate
(Pierce, Thermo Scientific). Bands present on film exposed to the blots were visualized using the
Las-4000 mini camera (Fuji) and quantified using the Multi-Gauge V3 program (Fuji). Within a
given experiment, results were normalized by calculating the ratio of the protein of interest to actin

band intensities for each sample.
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The membranes were first incubated with the primary Prkaca antibody, and then sequentially
reprobed with anti-PKA[RIIa], anti-PKA[RIIb], and actin antibody using similar techniques.
Tissues from 4 to 7 littermates from both genders and genotypes in each group were studied, as
indicated in the figures. For each tissue/subunit/genotype, values are the mean of 2-3 western blots

analyses.

Statistical analysis

Bone mineral density and histological data in PND4 [R368X]/[+] and WT littermate pups were
compared using an unpaired t-test. From weaning to sacrifice, data for male and female mice were
compared separately. ANOVA followed by the Turkey's test was used to evaluate statistical
significance of differences between wild-type and R368X-KI littermates except for PTH and TSH
values, which were compared by paired t-test. Statistical tests were performed by using GraphPad

Prism.
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RESULTS

Specificities of PRKAR1A mutant mice

No litters were obtained when mating [R368X]/[+] females with either WT or PRKAR1A-R368X
heterozygous males (10 animals for one year). Consequently, heterozygous mice carrying one
PRKARI1A-R368X allele were obtained only from breeding heterozygous male with WT females,
and no homozygous PRKAR1A-R368X mice were obtained. [R368X]/[+] mice were obtained at
the predicted Mendelian frequency, and equal male to female ratio. Expression of the PRKARITA-

R368X mutant allele at the heterozygous state was confirmed by western blotting (figure 1C).

General Morphology of PRKAR1A mutant mice

Mice with one PRKAR1A-R368X allele displayed no striking abnormalities from weaning until 6
months postpartum, the time at which they were sacrificed (Figure 2A). However careful
examination indicated that both [R368X]/[+] male and female mice were shorter than WT
littermates, and had shorter tails, slightly shorter and blunt snouts, shorter fore- and hind-limbs, and
shorter digits affecting both fore- and hind-limbs relative to their wild-type littermates (Figure 2B
and data not shown). The presence of growth retardation and chondrodysplasia was confirmed by
3D volume rendering of the skeleton from micro—CT data (Figures 2C and 2D), and weight curves
and skeletal measurements by micro CT scan as a function of time (Figure 3). Peripheral
acrodysostosis affecting the endochondral skeleton was indicated by short stature, short tail, and
short fore- and hind-limbs (Figure 3A and data not shown). The endochondral bones of the three

regions (stylopod, zeugopod, and autopod) (36)

of the limbs were similarly affected (Figure 2D and
and figure 3B, and data not shown), and brachydactyly affecting all digits was present (shown for
the index metacarpal bone and proximal phalanx, Figure 3B). Facial dysostosis was demonstrated

by cephalometric measurements G7 from micro CT scans, which showed shorter cranial and skull

bone lengths, and foramen magnum diameters in [R368X]/[+] mice as compared to WT mice
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(Figure 3D). For all parameters, [R368X]/[+] male and female mice were similarly affected, and
values were smaller for females than for males. For both genders and genotypes, the BMI and the
body surface increased progressively peaking at approximately 5 months followed by a plateau
(supplementary figure 1). BMI were not significantly different comparing [R368X]/[+] and WT
males and [R368X]/[+] and WT females, respectively. As expected, given their lower weight and
smaller size, [R368X]/[+] the male and female body surfaces were significantly smaller than those

of WT males and female, respectively.

Skeletal abnormalities of PRKAR1A mutant mice at birth

Skeletons were stained at postnatal days 1 and 7 with alcian blue and alizarin red to detect cartilage
and calcified tissue, respectively. In the mutants, all elements of the axial and appendicular skeleton
were present in the correct position and number (shown at postnatal day 1, Figure 4A).
Endochondral bones showed normal shape and joint formation, indicating that patterning of the
skeleton was not affected. However, heterozygous mice appeared slightly shorter, with shorter hind-
and fore-limbs, and some roundness of the skull was noted. Observations at higher magnification
confirmed normal shape and joint formation, and the slight shortening of the bones (not shown).
Unexpectedly, a striking delay in mineralization of the cartilage and epiphyseal secondary
ossification centers was observed in mutant compared to wild-type mice for both the fore- and hind-
imb bones, shown at post-natal day 1 for the hands (Figure 4B), and day 7 for the feet (Figure 4C).
This delay affected all bones of the hands and feet. During normal developement in mice

(3%)

ossification in the fore-limb bones occurrs earlier than in hind-limb bones ™, and this time lag was

also observed in [R368X]/[+].

Shortening of the metaphysis and diaphysis of endochondral bone in [R368X]/[+] mice was also
observed on 2D rendering from Micro-CT data of the tibia at PND4 (Figure 5A). The tibia from

mutant mice was smaller than that of control animals, and appeared to have reduced formation of
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primary spongiosa and trabecular bone, suggesting a defect in bone mineralization. Skeletal bone
mineral density was decreased in [R368X]/[+] mice at PND4 (Figure 5E). The bone volume (74.9
+2.71 mm’ vs 87.6 + 6.15 mm®) and the bone surface (936.5 + 33.92 mm? vs 1096 + 76.87 mm?)
were also decreased in [R368X]/[+] mice compared with WT, but the differences reached
borderline significance (p=0.05 for both parameters).

In order to further describe the mutant growth plate phenotype, we performed (H&E) staining and
analysis of proliferation (PCNA assay) (Figure 5, B-D). The results show a decrease in the height
of the hypertrophic chondrocyte layer in [R368X]/[+] compared to that of WT mice associated with
an increase in the height of the columnar proliferative prehypertrophic chondrocyte layer (Figure
5B and 5C, quantification in Figure 5G and 5H). These changes are accompanied by a modification
in the spatial arrangement PCNA positive cells comparing WT and [R368X]/[+] mice (Figure 5D).
In the WT growth plate, the labeling identifies a circumscribed layer of cells at the junction of the
hypertrophic and columnar proliferative chondrocyte layers that are localized at a uniform distance
from the cartilage / bone junction. In contrast, in the mutant growth plate, the labeling is more
diffuse and columnar, and positive cells are also present in the zone in proximity of the cartilage /
bone junction. The number of PCNA positive cells per pre-hypertrophic / hypertrophic chondrocyte
column was increased in [R368X]/[+] compared to WT mice (Figure SH), while the number of
PCNA positive cells per mm® were similar comparing the two groups ([R368X]/[+]: 1.05 + 0.156
N=8; WT: 1.02 £ 0.066 N=13, p=0.47, Student’s t test). These changes are consistent with the
delay of endochondral bone development observed by alizarin red/ alcian blue staining of the
skeleton, and may contribute to the bone shortening and the endochondral dysostosis observed in

adult mutant mice.

Hormonal and biochemical modifications in PRKAR1A mutant mice
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Plasma. Heterozygous mice displayed normal concentrations of plasma calcium and phosphorus,
(Figure 6A and 6B) and TSH levels (sup fig 1C). Plasma PTH was significantly higher comparing
[R368X]/[+] and [+]/[+] males, and [R368X]/[+] and [+]/[+] females ([R368X]/[+] (Figure 6C).

Urines. Urinary calcium: creatinine clearance ratio (UCCR) (Figure 6D) and urinary phosphorus
normalized by urinary creatinine (Fig 1D in the Supplementary Appendix) were similar comparing
[R368X]/[+] and [+]/[+] Males. Basal urinary cAMP were significantly higher comparing
[R368X]/[+] and [+]/[+] Males, and [R368X]/[+] and [+]/[+] females respectively (Figure 6E).
There was no difference comparing [+]/[+] males and females. To determine PTH responsiveness
in vivo, urine were collected from mice before and 30 min after s.c. injection of PTH. All mice had
a rise in urinary cAMP after injection of human recombinant parathyroid hormone (Figure 6F).

Stimulated values at 30 min were similar in [+]/[+] and [R368X]/[+] mice.

Expression of PKA subunits in kidney, liver and bone

Western blot analysis of the expression of PKA subunits in kidney, liver, and bone from WT and
[R368X]/[+] mice at 6 months of age showed that the expression of PRKACA subunit was
significantly reduced in kidney extracts from [R368X]/[+] mice compared with that of wild-type
mice (Figure 7). In contrast, no differences were observed for the expression of PRKACA subunit
in bone and liver, nor for the expression of PRKA2A and PRKA2B subunits in kidney, bone or

liver (Figure 2 in the Supplementary Appendix).
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Discussion

We developed a knock-in of the recurrent R368X PRKAR1A mutation in the mouse. As indicated
in the introduction, several PRKAR1A mutations have been identified in patients affected with
acrodysostosis type 1 (ACRDYS1), and all these mutations are present at the heterozygous state, all
affect conserved residues, and PKA function through a unique molecular mechanism ‘*'**%. The

R368X mutation, however, is the only recurrent mutation, making it the basis of our choice.

In humans the two most striking features of the ACRDYSI1 phenotype are the renal resistance to
PTH and the chondrodysplasia, resulting from the constitutive inhibition of

PTHR 1/Gsa/AC/cAMP/PKA signaling caused by the PRKAR 1A mutations . The PTHRI, a
GPCR which uses Gsa/AC/cAMP/PKA as a major signaling pathway, mediates both the actions of
PTH and PTH-related peptide (PTHrP, also referred to as PTH-like peptide), and is abundantly
expressed in kidney and bone ®®. In the kidney, the PTHIR mediates the PTH-dependent
endocrine regulation of calcium and phosphorus. In ACRDYSI patients, renal resistance to PTH is
essentially indicated by increased levels of PTH. The presence of increased basal urinary cAMP
levels indicates that the defect is downstream of adenylyl cyclase, results in increased intracellular

cAMP production 12.13)

, and demonstrates that PRKARI1A activity can affect intracellular cAMP
levels. Similar results (increased PTH levels, increased basal urinary cAMP levels, significant
increase in urinary cAMP after PTH injection) are observed in PRKAR1A-R368X heterozygous
mice. In ACRDYSI patients, the chondrodysplasia is characterized by facial and peripheral
dysostosis with short stature, short extremities and brachydactylia affecting all bones of the hands
and feet. Similar results were observed in PRKARTA-R368X heterozygous mice. The essential
role played by PTHrP/PTH1R/Gsa/cAMP pathway in the regulation of endochondral ossification

(40)

has been solidly established in mice by several models ", and confirmed in humans affected by

genetic diseases resulting defects causing loss or gain of function in actors of the pathway “". In
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ACRDYSI patients, most features of the bone phenotype have been attributed to advanced bone
age, with premature fusion of the postnatal growth plate '*'7#**)_ Interestingly however, advanced

bone age is not reported in all patients '*'¢

, and a subset of patients presents a delay in bone age
maturation (Caroline Michot, Valérie Cormier-Daire, personal communication). The PRKARIA-
R368X heterozygous mice present a striking delay in mineralization of the cartilage and epiphyseal
secondary ossification centers. This delay is accompanied by modifications in the proliferative and
hypertrophic chondrocyte layers and in the spatial arrangement of proliferating cells. These
changes are somewhat surprising, given that in essentially all human and rodent models, inhibition
of the PTHrP/PTH1R/Gsa/cAMP/PKA pathway leads to accelerated chondrocyte differentiation,
premature fusion of the postnatal growth plate and ultimately short stature “**". However one
major feature of ACRDYS1 and our model should be highlighted: the PRKAR1A mutations
causing acrodysostosis impair PKA signaling but in contrast to other models described so far this
defect is associated with increased, not decreased, cAMP levels. The phenotype that we observe
may be the result of the persistently elevated cAMP levels, which are likely to induce specific
changes in cellular PKA and other cAMP dependent pathways (e.g., EPACI and EPAC2).
Similarly, activation of the PTHrP/PTHI1R/Gsa/cAMP/PKA pathway leads to increased
chondrocyte proliferation and decreased differentiation, but the reported models (human or rodent)
all occur in the setting of “normal” regulation of WT regulatory and catalytic PKA subunit
expression. In this regard, no defect in endochondral bone development (in particular, no increased
proliferation or decreased chondrocyte differentiation) has been described in either human diseases
(Carney complex) or mouse models in which increased Gsa/cAMP/PKA signaling occurs due to
haploinsufficiency of the PRKARI1A subunit. These observations raise the interesting possibility
that features of the bone phenotype in ACRDYS1 may not be solely caused by accelerated
differentiation of endochondral bones, but result, at least in part, from an alteration in the
proliferation/differentiation balance controlling growth plate chondrocytes. It is tempting to

speculate that PRKARITA activity, by tempering intracellular cAMP levels, serves as a molecular
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switch at the crossroads of signaling pathways regulating chondrocyte proliferation and
differentiation.

Lastly, all studied mice were born from WT females crossed with [R368X]/[+] males, and a
gender/imprinting/epigenetic effect on the phenotype cannot be excluded. Essentially all reported

cases in humans are sporadic/de novo, and therefore provide no information on this point.

The only mouse model resembling the PRKAR1A-R368X KI model is a recently developed mouse
line in which PKA activity can be inhibited in a cell type specific manner using the Cre

) (44)

recombinase/loxP system (RIaB mouse . The RIaB mouse line carries a mutant Prkarla allele

@1-23) " This mutation decreases

encoding the Gly324Asp mutation identified in the S49 cell line
cAMP-dependent protein kinase A activation similarly to the mutations identified in ACRDYSI1
patients. To the best of our knowledge, no bone or cartilage specific expression of the RlaB allele
has been reported. Of note, in this mouse model, the insertion of the loxP-flanked neomycin
cassette in the intron preceding the exon carrying the Gly324Asp Prkarla mutation precludes the
expression of the mutant RlaB allele until Cre-mediated excision of the cassette. Thus RIaB mice
carry one ‘‘silent’” mutant allele at the RIa locus (i.e. present Prkarla haploinsufficiency, as is the
case in patients affected with the Carney complex). In contrast to our model, ubiquitous
heterozygous expression of the mutant Gly324Asp Prkarla allele using the ROSA26-Cre causes

(44)

embryonic lethality Another mouse model demonstrated that global inactivation of the

ubiquitously expressed Prkaca catalytic subunit of PKA resulted in early postnatal lethality in two-
thirds of Prkaca [-]/[-] animals @5 The remaining Prkaca [-]/[-] mice showed marked growth
retardation, but no bone phenotype was described. More recently, an overall gain in bone formation
derived primarily from cortical bone was reported in heterozygous Prkaca [+]/[-] mice, with no

(46)

mention of an acrodysostosis-like phenotype Numerous additional mouse models affecting

PKA subunits have been developed, but essentially all lead to excess PKA activity “n,
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No litters were obtained when mating [R368X]/[+] females with either WT or PRKAR1A-R368X
heterozygous males. Whether the "infertility" that we observed in [R368X]/[+] females is caused

by an alteration of the local coordinated processes that control oocyte meiosis “**”)

, or by a central
defect require further investigation. Transposition to humans is difficult given that the majority of
the identified ACRDYS1mutations are "de novo" mutations and the disease is rare (approximately
50 cases reported worldwide). However, we performed the molecular diagnostic studies on three
patients with ACRDYS1 (including one carrying the p.R368X mutation) who subsequently gave
birth to children unaffected (1) or affected (2) by ACRDYSI (unpublished observation), suggesting

differences between ovarian function in humans and mice.

In humans, obesity and/or increased BMI have been reported in approximately half of patients
affected with ACRDYS1 1192 3 feature also frequently reported in patients affected with
acrodysostosis caused by PDE4D mutations and in patients affected with
pseudohypoparathyroidism type Ia, caused by maternal Gsa loss of function mutations. The
[R368X]/[+] mice had a BMI similar to that of WT mice, although we cannot exclude that

challenging the mice with specific diets would have led to a metabolic phenotype.

Finally, we observed a specific decrease in PRKACA expression in the kidney. Interestingly
kidneys are, with endochondral bone, the organ associated with one of the two major ACRDYS1
features, both in humans and mice. The differences in tissue-specific regulation of the PRKACA
subunit (reduced in kidney not bone and liver) and subunit-specific regulation (PRKACA not
PRKA2A and PRKA2B) illustrates the complexity and specificity of the cellular cAMP responses
and PKA signaling pathway ©*>?. The possibility that the decreased expression in PRKACA could
contribute to the mildness of the biochemical phenotype observed in patients and mice appears
counter intuitive. Nevertheless, it is possible that the decreased expression of PRKACA affects the

expression of other regulatory and catalytic subunits leading to the expression of alternative PKA
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holoenzymes that compensate for the defect caused by the expression of tetramers containing the
mutated PRKARITA. It is also important to emphasize that we measured only "global" expression
of PRKACA in the kidney. Additional studies would be required to determine specific changes of

PRKACA expression in renal tubules.

In conclusion, this model is the first to describe the germline expression of an activating PRKARTA
mutation causing a dominant repression of cAMP-dependent protein kinase activity. Our results
indicated that [R368X]/[+] KI mice present the two main features of the ACRDYS1 phenotype in
humans, i.e. renal proximal tubule resistance to PTH and chondrodysplasia. In addition, our results
raise the possibility that PRKARIA/PKA is a molecular switch at the crossroads of pathways

orchestrating chondrocyte proliferation and differentiation.
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Figures legends

Figure 1: PCR genotyping of the Prkarla Cre-excised mouse line. A) Schematic representation of
the Prkarla wild-type and Cre-excised knock-in alleles. The binding sites of the screening primers
73294cof-SHM1 and 73295cof-SHM 1 are shown below each diagram. B) Identification of WT and
[R368X]/[+] mice performed by PCR using the screening primers. The Cre-excised allele yields an
amplification product of 421 bp, whereas the wild-type allele yields an amplification product of 328
bp. C) PRKARIA protein expression in kidney, bone and liver extracts from wild-type (WT)
([+1/[+)) and R368X-KI-heterozygous ([R368X]/[+]) mice. Expression was analyzed by Western
blotting, as described in the methods. Apparent molecular mass is indicated on the right side by an
arrow. In [R368X]/[+] mice, heterozygous expression of a shortened PRKARIA protein
(molecular weight, approximately 47 kD), consistent with the absence of the last 14 C-terminal

. . . 12,2
amino acids, is observed %29,

Figure 2. Postnatal growth retardation of [R368X]/[+] mutant male (M) and female (F) mice at 6
months. A) Macroscopic findings. The [R368X]/[+] male and female mice are shorter, and have a
shorter tail than WT Male and female mice respectively. B) Photographs of the hands showing the
shortening of all digits in [R368X]/[+] male and female ([R368X]/[+]) mice compared to the
corresponding WT mice respectively at 6 months. C) 3D volume rendering of the skeleton from
micro—CT data performed at 6 months showing the overall skeleton growth defect and the absence
of defect in skeleton organogenesis. D) 3D volume rendering of autopod (a) and the zeugopod (z)
from micro—CT data performed at 6 months (dorsal view) showing the growth defect of the
forelimbs in [R368X]/[+] mice. Note that all the long bones of the autopod and zeugopod appear

affected.

Figure 3. Micro CT quantification of the peripheral and facial dysostosis phenotype as a function of
time. Micro CT scan measurements were performed at the indicated times in males (squares) and

females (circles) [R368X]/[+] (open symbols) and WT (closed symbols) mice; square symbols:
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male; round symbols: females. (A1) Total mouse length; (A2) Tail length; (A3) weight. (B1)
Humerus length; (B2) index metacarpal bone and (B3) index proximal phalanx length. C) Scan of a
mouse head showing the bone lengths used to quantitate the facial dysostosis ©” : Cranial bone (L1)
and skull (L2) lengths were measured from the most posterior point of the cranial vault to the
posterior and anterior tip of the nasal bone respectively; FM: width of the foramen magnum. (D1)
Cranial bone ; (D2) Skull; (D3) foramen magnum. Data are expressed as mean = SEM. All
measures in [R368X]/[+] mice are significantly reduced compared to values for sex-matched WT

mice.

Figure 4: Whole mount skeletal preparations of WT and [R368X]/[+] mutant mice at birth.
Skeletons were stained with Alcian blue (cartilage) and Alizarin red (calcified tissue) at postnatal
day 1 or 7. A. Pictures of entire skeleton at post natal day 1 showing normal general patterning.
Endochondral bones have a normal shape, and joints formed properly. All elements of the axial and
appendicular skeletons appeared slightly reduced in size in the mutant. Note also the slightly
rounded skull, shortened face and tail. B and C. Higher magnifications of the hands at postnatal day
1 (B) and feet at postnatal day 7 (C) showing delayed ossification in mutant mice. Ossification
delay affects all bones (carpal/tarsal and metacarpal/tarsal bones). The arrows draw attention to
some of the ossification centers which are present in observed in WT but not [R368X]/[+] mutant

mice. Note also the smaller sizes of mutant bones.

Figure 5. Skeletal phenotype of long bone in newborn (PND4) [R368X]/[+] mutant mice. A) 2D
rendering from Micro—CT data of the tibia of control and [R368X]/[+] mice. [R368X]/[+] tibia is
smaller than the control. The mutant bone shows reduced zone of primary spongiosa, and less
trabecular bone in the diaphysis. Quantification of bone mineral density is shown in (E). B and C).
H&E staining of tibial sections at two different magnifications. H: zone of hypertrophic

chondrocytes; CP: zone of columnar or proliferative chondrocytes. Quantification of the height of
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the hypertrophic zones is shown in (F). Quantification of the height of the columnar / proliferative
chondrocyte zone is shown in (G). In mutant growth plate, the height of the hypertrophic zone is
decreased, while the height of the zone of columnar / proliferative chondrocytes is increased. D).
PCNA labeling in tibia Growth Plate Chondrocytes. In WT mice, PCNA positive cells (brown)
occupy a circumscribed zone of cells at the junction of the hypertrophic and columnar proliferative
chondrocyte layers at a regular distance from the cartilage / bone junction. In the mutant growth
plate, PCNA labeling is diffuse and columnar, some positive cells are close to the cartilage /
osseous junction. These changes are accompanied by an increase in the number of PCNA positive
cells per number of hypertrophic chondrocyte columns (H). Bars represent means = sem for WT
(open bars) and [R368X]/[+] mutant (solid bars). ***P < (0.001 (Student’s t test) [R368X]/[+] vs

WT.

Figure 6 : Serum and urine biochemistries of WT and [R368X]/[+] mutant littermates. A) Plasma
calcium (mM); B) plasma phosphorus (mM); C) Plasma PTH (pg/ml); D) Urine Calcium Clearance
Ratio; (E) Basal urinary cAMP (umoles cAMP/mmoles creatinine; (F) urinary cAMP levels before
and 30 min after injection of PTH. Plasma PTH was significantly higher when comparing
[R368X]/[+] and WT Males, and [R368X]/[+] and WT females (* p=0.049 and * p=0.035
respectively). Basal urinary cAMP were significantly higher when comparing [R368X]/[+] and WT
Males, and [R368X]/[+] and WT females (***p<0.0002 and ***p=0.0001 respectively). For all
other parameters, there was no difference between [R368X]/[+] M and F and WT M and F

respectively. Each symbol represents a mouse, and the bars indicate the mean in each group.

Figure 7: Western blots analysis and quantification of PKA Subunit expression of PRKACA in
kidney, liver, and bone from wild-type and heterozygous at 6 months of age. Protein extracts (30

ng) from wild-type ([+]/[+] and [R368X]/[+] kidney, bone and liver were subjected to Western
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immunoblotting using antibodies against PRKACA and B-actin as described in the methods. The
densitometric quantifications of the ratios between the C subunit and beta -actin were performed
and are shown in above the blots. Apparent molecular mass is indicated on the right side by an
arrow. Each symbol represents a mouse, and the bars indicate the mean in each group. For each

tissue/subunit/genotype, values are the mean of two western blots analysis.
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