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La polykystose rénale autosomique
dominante

. La PKD est une maladie rénale frequente

. 1/1000

. Responsable de 5 a 10 % des cas
d'insuffisance rénale chronique terminale.

. C'est une maladie géenétique
. Transmission autosomique dominante
. Des kystes dans le parenchyme rénal
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Aspects génetiques

La PKD est secondaire a des mutations
dans deux genes

.PKD1 (85% des cas) (Cell 94; 77: 881)
PKD2 (15% des cas) (Science 96; 272: 1339).




PKD1

.Un gene de 52 kb sur le chromosome 16 en
P13.3

.Un codant de 14 kb répartit sur 46 exons

.Un vrai défi pour le diagnostic moléculaire

~Talille

-GC riche

—Intron 21

-Des homologues partiels
-Nombreux polymorphismes



PKDZ2

. Un gene de 68 kb localisé en 4921-23

. Un codant de 5 kb

. La majorité des mutations sont
tronquantes

. Peu de polymorphismes

. Recherche de mutations aisée



Les polycystines

.Ceux sont des protéines fascinantes.

.La polycystine 1 (PC-1) est une volumineuse
protéine de 4302 amino acides.

.La polycystine 2 (PC-2) est une protéine de 968
amino acides. C'est un canal TRP.

.Elles modulent de multiples voies de signalisation
cellulaire.

.Localisation a la membrane (baso-latéral, cil
primaire, RE)
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Les manifestations

. Une maladie systémique

. Kystes
- Rein, foie, pancréas, archnoide, vésicules séminales
. Non kystiques

- Cardiagues : valvulopathies, hypertrophie du
ventricule gauche

- Vasculaires: anévrysmes
- Diverticulose digestive

- Hernies

- Bronchectasies



Les manifestations rénales de la polykystose rénale
autosomigue dominante

Anatomiques Complications
Kystes rénaux HTA
Adénomes rénaux Hématuries
Calcifications kystiques Hémorragies intrakystiques

Douleurs

Modifications hormonales Infections urinaires
Augmentation de la sécrétion de rénine Néphromeégalie
Production préservée d’érythropoiétine Lithiases rénales
Polyglobulie Insuffisance rénale

Fonctionnelles
Diminution de la capacité de concentration des urines

Diminution de I'excrétion urinaire de citrate

Défaut d’acidification des urines



Manifestations extra-rénales

Hépatiques

Kystes

Fibrose hépatique congénitale
Syndrome de Caroli
Cholangiocarcinome

Complications des kystes

Infections

Douleurs

Hépatomégalie

Ascite

Hypertension portale
Syndrome de Budd-chiari

Ictere compressif
Ruptures
Torsions
Hémorragies

Autres localisations kystigues

Pancréatiques
Spléniques
Ovariennes
Epididymes
Vésicules séminales
Vésicales

Pinéales
Arachnoidiennes

Digestives
Diverticules du colon

Hernies inguinales

Cardio-vasculaires
Insuffisance aortique

Insuffisance mitrale

Prolapsus valvulaire mitrale

Hypertrophie ventriculaire gauche
Anévrismes des arteres cérébrales
Dolichoectasie des artéres cérébrales
Anévrisme de l'aorte thoracique et abdominale

Anévrisme des artéres coronaires
Dissection de I'aorte et de ses branches
Augmentation de la taille de la FAV
Thrombose de la veine cave inférieure

Neurologigues

Hématome sous dural chronique
Diverticule méningé spinal

Divers
Intolérance glucidique
Infertilité
Leucopénie
Bronchectasie
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L'insuffisance rénale chronique

. Une complication frequente de la PKD

. IRCT survenant dans 50% des cas avant la sixieme
decennie

. Sa probabilité de survenue est dependante du
volume rénal.

. Le volume rénal

. L'apparition de nouveaux kystes
. La croissance kystique

. Le facteur qui influence le plus l'age de survenue
de l'insuffisance rénale chronigue terminale est le
genotype PKD1 vs PKD2



—

Proportion of patients (%

Figure 1: Cumulative probabilities of survival to ESRD or death,

Survival to ESRD or death
100 — - -

80 H

80 —

trols

40 -

20 —

[ I I
Renal survival

100 ———————

vl
]
I

PKD1 ™

T
-

2O
o O
| |

K
o O
I I

Undiagnosed

100 5 = ==

" —

80 H

80

40 4

20

I
o 20 40

&l

8]

Age (years)

renal survival, and remaining undiagnosed

80

1
100

Hateboer lancet 1999



L'insu
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Table 1. Relationship between Total Kidney Volume and Glomerular Filtration Rate.

Variable

Total Kidney Volume

Baseline
Intercept

mil

Total kidney volume and age — mean £5D

(no. of patients)

<750 ml and <30 yr
<750 ml and =30 yr
750-1500 ml and <30 yr
750-1500 ml and =30 yr
=1500 ml and <30 yr
=1500 ml and =30 yr

506=109 (45)
572+130 (48)
978193 (28)
1052+191 (61)
1859+333 (12)
21552543 (38)

P values for analysis-of-variance factors
Total-kidney-volume group

Age group
Interaction

25.9:22.0 (45)
23.0:72.2 (45)
53.4:36.1 (28)
55.4:44.0 (61)
173:81.3 (12)
144:92.7 [38)

Slope
B fyr

4.70+3.30 (45)
3.70+3.42 (48)
5.33:3.15 (28)
5.16:3.88 (1)
0.48:4.61 (12)
6.76:3.78 (38)

=0.001
0.02
0.24

Glomerular Filtration Rate

Baseline

mifmin

114:24.7 (47)
108+24.7 [49)
172+30.3 (28)
101+26.3 (1)
99.6:23.3 (13)
94.0:29.2 (35)

0.009
0.005
0.15

Slope
mifminfpr

2.88:12.1 (46)
1.03+7.06 (48)
_0.38+7.66 (28)
_1.62:10.9 {61)
_2.69:10.2 (12)
_5.04:5.86 (39)

0.005
0.20
0.95

N Engl ] Med 2006;354:2122-30.



L'insuffisance rénale chronique
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Les autres facteurs pronostics

Clinique

.Sexe

.age au diagnostic
HTA

HVG

Protéinurie et
microalbuminurie

. Tabagisme

.Hématurie
macroscopique

La génétique

.La position de la mutation
dans PKD1

.Polymorphismes de PKD1
sur I'autre allele

.Polymorphisme du gene de
I’ECA

.Polymorphisme de ENOS

JAutres genes
modificateurs.



Traitement
JAucun traitement spéecifique

.Des regles hygieno-dietetiques

-Limiter I'apport en caféine

~Eviter I'acidose metaboligue (RA>21 mmol/l)
~Eviter la prise de créatine

—Traiter I'hypercholestérolémie (Statines) ‘f v
—Eviter la deshydratation intra-cellulaire |

Arrét du tabac

.Contrdle de la tension artérielle (PAM<92)
.Dépistage

.Traitement privilégiant IEC et sartans.



La polykystose rénale autosomique
dominante

. Deux grandes questions

. Pourquoli y a til une telle variabilite
d'expression phénotypique?

. Comment ralentir ou prévenir le
développement des kystes?

. Une question de géneticien

. 30% des mutations dans PKD1 sont des
faux-sens

. Comment étre sur de leur pathogénicitée?



Intérét diagnostique des modeles



Apport dans le diagnostic

. Chez un patient polykystique vous identifiez
cette mutation dans un allele de PKD1:

. Threonine 3049 Valine
. Est ce que cette mutation est pathogene?

. AA polaire a AA apolaire
. 200 chromosomes et coségrégation

. Domaine dans la polycystine 1

- GPS: 3012-3060 (Pontig et Al, Cur Biology 1999)
— 3047His-Leu-"Thr-Ala 3050
— Conservation dans I'évolution

. Litterature (Qian PNAS 2002)



Apport dans le diagnostic

. La démonstration de la pathogenicité de
la mutation: création d'un Knock in

1. Targeting vector

S S
i. WT I
, HLT™" 73041
S Ssp! S HLVSspl S
i, PR/ N
w5 probe
Southem |~ gspl - 0.0 kb (WT: 8.0 kb)
blot S - —— 104kb (WT: 136 kb) X
3 Long-range PCR ¢ TAKD(WT. 5.3 kD) ’
Sspl HLY%

. S . Sspl S
v Pkl - I ——)

Yu PNAS 2007
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Apport dans le diagnostic

. Grace a ce modele:

. Vous démontrez la pathogenicité de la mutation

. Vous démontrez le rble essentiel du clivage au site
GPS pour la fonction de PC-1 dans le rein.

. Des mutations critiques:

R2765C est un SNP (Rossetti et Al, KI 2009)

Un allele hypomorphe aggravant le phénotype des
patients avec un codon stop dans l'autre allele.

Un allele hypomorphe responsable d'une maladie
kystique rénale récessive

Un KI apporterait la confirmation.



Intérét nosologique des modeles



Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont
responsables de la méme maladie?

. Les manifestations cliniques sont identigues
chez 'homme.

. La seule différence est I'age médian de
survenue de l'insuffisance rénale chronigque
(54 vs 74 ans).

. Il n'y a pas de caractéristiques
phénotypiques permettant de distinguer de
facon formelle ces deux entités cliniques.



Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont

responsables d

e la méme maladie?

. Chez la souris, les phénotypes sont proches

. Les hétérozygotes (+/-) ont une maladie

rénale peu sévere

avec quelques kystes

rénaux sans insuffisance rénale

Les homozygotes
sévere responsab
secondaire a une
anomalies cardiac

(-/-) ont une maladie
e d'une mortalité in utéro
nolykystose rénale, des

ues et placentaires.



Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont
responsables de la méme maladie?




Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont
responsables de la méme maladie?

. Une seule difference importante entre les KO
de Pkd1 et les KO de Pkd?2.

. Les KO de Pkd2 présentent des anomalies
de la lateralité:

. SItus inversus

. Isomerisme pulmonaire

. Randomisation de l'axe cardiagque
. Absentes chez les Pkd1.

Pennekamp et Al Current Biology 2002
Karcher et Al Differentiation 2005




Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont
responsables de la méme maladie?




Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont

responsables de la méme maladie?

. Le role de la polycystine-2 dans le controle
de la |lateralite droite gauche est conserve
dans l'evolution chez les vertébres.

. Chez le poisson zébre:

. Les morphants ou des mutants de cribles ENU
présentent une randomisation de l'axe cardiaque
avec un défaut de looping et un situs inversus
associé.

. Les anomalies de la latéralite cardiaque
peuvent étre isolees.



Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont
responsables de la méme maladie?




Est ce que PKD1 et PKDZ2 sont
responsables de |a méme maladie?

Schottenfeld et Al 2007



Et chez 'homme?
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Et chez 'homme?

Figure 2. Pedigree, morphologic as-
pects, and PKD2 exon 3 duplication in
family 2. (A) Pedigree; patient 111-3 is the
propositus. (B) Thoracic computed tomo-
graphic scan of patient 2. The apex (white
arrow) of the heart is in the right part of
the chest. Thoracic aorta is on the right of
spine, confirming situs inversus totalis.
(C) Abdominal computed tomographic
scan of patient 2 shows classic features
of autosomal dominant polycystic dis-
ease, with multiple cysts in the kidney
and cysts in the liver (arrowhead). The
liver is in the left part of the abdomen. (D)
Results of genomic quantitative polymer-
ase chain reaction of patient 2 (see leg-
end to Fig 1 for definition of N). All exons
of PKD2 (polycystin 2 gene) except exon
3 are present in 2 copies (N > 0.7). Exon
3 is duplicated (N > 1.2). The proximal
and distal breakpoints are within introns
2 and 3 of PKD2, respectively.
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Et chez 'homme?

* Des mutations dans un allele de PKD2 peuvent
étre responsable d’anomalies de la latéralité
chez ’lhomme.

* La fréquence de cette complication est rare.

* Le seul trait phénotypique qualitatif
permettant de différencier les PKD1 des PKD2.



Intérét physiopathologique
des modeles



Le cil primaire

. Toutes nos cellules ou presque sont ciliées.
. Les cils les plus connus:

- Le flagelle du spermatozoide
- Les cils motiles des bronches, des trompes etc
- Les cils des organes sensoriels

— Le cil primaire

. Les structures ciliaires ont un role
fonctionnel majeur en physiologie.



Le cil primaire 1

(d) (e) (f)

Figure 23: Diversite des cils vus en microscopie éléctronique: A: bronches, B Noeud embryonnaire, C Rein,
D fosse nasale, E retine, F: oreille (Eley 2005)




Le cil primaire 2

. Le parent pauvre:

— Décrit au début du siecle dernier
- Une structure vestigiale
- Sans intérét

. Medline

— Avant 2000: 104 reférences
— Apres 2000: 827 réferences



Le cil primaire 3

. Un cill « 9+0 »:

Figure 24 : Coupe perpendiculaire au
I grand axe d'un cil primaire en ME
[}

rvée dans
aInes

btre un bon
la mitose.
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PKD et Cil primaire

. Quel rapport entre les maladies kystiques
renales et le cil primaire?

. Avant 2000: aucun

. Apres 2000: Le paradigme des MKR

rols articles:

— Barr 99
— Pazour 2000
-~ Praetorius 2001




C. elegans: un Barr, 1999, Nature.
ver

« Ver mutant ne se reproduisant
pas.

* Deux genes lov-1 et pkd2.

« Localisation dans les neurones
sensibles au mouvement et dans
les structures ciliaires de ceux-ci.



Chlamydomonas: une algue
verte Pazour, 2000, J. cell Biol.

« Comment bouge cette algue ?

» |dentification de IFT88 qui est
I'orthologue d’'un gene murin de
fonction inconnue Tg737 codant
pour polaris responsable d'une
maladie kystique rénale.

b "Cargo-capable” IFT particle
0 Flagellar component (cargo)
® Kinesin-ll (anterograde motor)
O Cytoplasmic dynein (retrograde motor)

Growing flagellum

Basal body




PKD et Cil primaire

Le rGle du cil primaire

- Praetorius montre dans les cellules MDCK que
la mise sous tension du cil primaire est
responsable d'une augmentation du calcium
mtracellulalre

, -—C.I"%r..,

Figure 28: Lecil primaire est marqué par la ﬂeche et 11 est soumis de Ba E & un flux equivalent au flux
tubulaire rénal. (Praetorius 2005)



PKD et cil primaire

Toutes proteines codées par des genes
mutés dans les maladies kystiques

Pkdl mull Pkd]null ‘muil Pkdl" null pkd]null /null

merged

Figure 27: PC-1 est localisé dans le cil primaire avec PC-2. La perte de PC-1 entraine 1'absence de PC-
2 dans le cil (Nauli 2004).



PKD et cil primaire

. Le modele est simple:

- Perte des protéines responsable de la mise en
nlace du cil ou de sa fonction (deuxieme coup)

- Incapacité de la cellule tubulaire renale a sentir
e fluide tubulaire

- Mise en place d'un phénotype cellulaire kystique
- Developpement de la maladie rénale.

. Les maladies kystiques rénales sont des
ciliopathies.
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PKD et Cil primaire

. La perte du cil est responsable d'anomalie de
la polarité cellulaire apico-basale.

. Pourquol des kystes?

. La théorie actuellement défendue est la perte
de la mise en place de la polarité planaire
dans le rein.

. Le plan de division des mitoses dans les
tubules, durant I'organogenese, est contraint.

. Dans les MKR, il devient aléatoire.
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De |la mutation germinale au 3¢ coup

. Transmission dominante

. La variabilité

. Mutation dans PKD1 ou PKD2 (Hateboer, Lancet
1999)

. Mutation différente (Rossetti, Lancet 2003)

. Modele de Knudson (Qian, Cell 1996)

. Genes modificateurs (Stayner, HMG 2006)
. Les modeles animaux

. 24 KO de Pkd1, 5 de Pkd2, 3 transgéniques
PKD1, 4 transgéniques PKD2



De |la mutation germinale au 3¢ coup

Phénotypes invalidations géniques Pkdl

et

Pkd2 proches

Hétérozygote: phénotype tres modére

Homozygote: lethal in utero entre E13.5 et

TGGTCRTGGC}HT TGGTCHGGGCTRT

) el

Herron Nature genet 2003

Pkdl
P_kdl m1bei/m1ibei



De |la mutation germinale au 3¢ coup

. Des kystes rénaux et pancréatigues
. Des anomalies cardio-vasculaires

Wu Nature genet 2000



De la mutation germinale au 3¢
coup

. Un modele apporte une nouvelle
dimension au modele en deux coups

7 ~ Pkd2"kidney




De |la mutation germinale au 3¢ coup

. Durant cette marche triomphante, un
accro

cryptic splice sites
neo cassette

........ N -
498 bp P
-
-
-
-~

80-85 % abnormal transcript

- 15-20 % normal transcript

sSLop

Pkdl exon | neo-cassette *
. .GACGCCACCGCGCTIACTTACAGCGGA TCGATCCCCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATAGAAG. .
n D A T AN L T A D R S PG KNS S R ER



De |la mutation germinale au 3¢ coup

. Les invalidations conditionnelles dans le rein

. Ksp:CreXPkd1 ™ (Shibazaki HMG 2008) ou
gGT:CreXPkd1/™( Starremans Kl 2008)

- Maladie renale sévere et deces dans le premier mois

. Agp2:Cre ou B1:CreXPkd1l ™ (Raphael KI 2009)
ou nestin:CreXPkd1”™x (Shillingford JASN 2010)

- Maladie plus grave quand invalidation dans la cellule
principale qu'intercalaire
. gGT:CreXPkd2 ™ (Kim JASN 2009)
Pkhd1:creXPkd2 - (Xin unpublished)

- Maladie rénale moins severe que dans les modeles
Pkdl



De |la mutation germinale au 3¢ coup

Les invalidations conditionnelles inductibles

. La date de l'inactivation est critique (P13): Avant
une maladie grave apres une maladie peu

severe (Lantinga-Van Leeuwen HMG 2007, Piontek Nature
Med 2007, Takakura JASN 2008) g ‘g Pzl P14

3 semaines 3



De |la mutation germinale au 3¢ coup

. Les Iinvalidations conditionnelles
Inductibles

. |l faut de la prolifération, peu importe
comment l'induire (Takakura HMG 2009,
Happe HMG 2009)

J Unilateral IRI

M‘r—
v 4

15 weeks




De |la mutation germinale au 3¢ coup

. Tous ca pour ca:

. Ischémie reperfusion dans un modele Pkdl
/- (Bastos JASN 2009) et Pkd2 *- (Prasad
Am J Path 2009)

A
3%

- Pkd1+
= Pkd1*
o ¥

[

0 o

Sham Bwee Sham 6 weeks| Sham '6 wee Sham Gwee

Tubular Tubular Microcysts Cysts
Dilation | Dilation Il

"
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De |la mutation germinale au 3¢ coup

. Tous ca pour ca (bis):

. TNF o dans un modele Pkd2*- (Li Nature
Med 2008)

a Pka2*™* b Pkd2*"

~TNF-a

/A

—_—

§ _ N 4
N A - -1
e gl TR o
. . ,,
& -
» -
L] )
- .
o
.
T3 —

6.25 ng/ml 3ng/ml 1.5 ng/ml

+TNF-«x

| —

12.5 ng/ml 6.25 ng/mi 3.125 ng/mi




Un modele en trois coups

Reégéneération
Tubulaire
Et
Mise en
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Modification
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Un autre enseignement

. Avoir une mutation dans un allele de Pkd1l
ou de Pkd2 rend le tubule rénal plus
sensible aux agressions

. Ischémie reperfusion
. Nephrotoxique
. ITNF-a

. Le rein du patient polykystigue serait plus
fragile que celui de la population génerale



Intérét thérapeutique des modeles



Comment découvrir une nouvelle
molécule candidate pour le traitement
de la PKD?




Comment découvrir une nouvelle
molécule candidate pour le traitement
de la PKD?




Zebrafish et Pkd?2

Obara et Al JASN 2006

Schottenfeld et Al 2007



Zebrafish et Pkd2

Obara 2006 JASN

Schottenfeld et Al development 2007




Recherche de drogues modifiant la
courbure

Cao et Al PNAS 2009



Trouver des drogues modifiant la
courbure

Table 1. Positive hits from the screening

Compound Curvature LR Target of compound
Cox2 Inh. I 1 - cox2

K-252a 1 + CaM kinase Il
Trichostatin A ] - HDAC

CFTR Inh-172 1 - CFTR

Ftase Inh. | inhibit curled up* - Ftase

IBMX T** - PDE

Etazolate - + PDE

GTP-14564 — + RTK

JAK3 Inh.VI - + JAK3
Lavendustin A — +* EGFR

LY 294002 - + PI3K

MG-115 — — Proteasome
Nacodazole — + Microtubules
Paclitaxel - + Microtubules
Purvalanol A — + cdk

Src Kinase Inh. | - + Src Kinase
Telomerase Inh. IX — +*  Telomerase
Thapsigargin — - ER Ca2*-ATPase
TGF{ERI Inh. - —+ TGFgERI

1, Increase dorsal curvature; |, increase ventral curvature; =, pkd2/hi4d166
specific; »+, ift172/hi2211 specific. Ftase, farnesyltransferase; Inh., inhibitor;
LR, defective left-right asymmetry.



Les inhibiteurs des histones
deacetylases de bons candidats
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Les inhibiteurs des histones
deacetylases de bons candidats
Pkd1 floxiflox-pkhd1-Cre:

. Les animaux présentent une polykystose
rénale fatale a 7 semaines.

. Traitement de P10 4
valproique/jour




Les inhibiteurs des histones
deacetylases de bons candidats
L'inhibition génétigue ou pharmacologique

(TSA) de I'HDACS corrige le phénotype
renal du KO de Pkd2 (Xla et Al




L'acide valproique, un futur traitement
de la PKD ?

. Ces deux articles utilisent les modeles animaux
de facon differente pour identifier des cibles
thérapeutigues dans la polykystose.

. L'approche préclinique est identique.

| ne faut pas se précipiter pour mettre tous les
patients avec une polykystose sous dépakine. Si
Il est epileptique ou bipolaire, pourguoi pas...

. Une limite les doses utilisées chez I'animal.
. Une nouvelle drogue dans le pipe line.



Limite des modeles



Inhibition de mTOR et PKD

The mTOR pathway is requlated by polycystin-1,
and its inhibition reverses renal cystogenesis
in polycystic kidney disease

Jonathan M. Shillingford*f, Noel S. Murcia®™, Claire H. Larson$, Seng Hui Low*, Ryan HedgepethT, Nicole Brown*,
Chris A. Flaskl, Andrew C. Novick", David A. Goldfarb", Albrecht Kramer-Zucker**, Gerd Walz**, Klaus B. Piontek'?,
Gregory G. Germinotf, and Thomas Weimbs**+*
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Inhibition de mTOR et PKD

Nephrol Dial Transplant (2006) 21: 598-604
don:10.1093 /ndt/gfi181
Advance Access publication 11 October 2005

Original Article phrology Dialysis Transph

Inhibition of mTOR with sirolimus slows disease progression
in Han:SPRD rats with autosomal dominant polycystic
kidney disease (ADPKD)

Patricia R. Wah!', Andreas L. Serra'?, Micbel Le Hir’, Klaus D. Molle*,
Michael N. Hall* and Rudolf P. Wiithrich'-?
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MPe tbon emioad e aioien f €LV L oteie. Markedly in Cy/+ rats. PAS staining. Bar length: 1.Smm.



Inhibition de mTOR et PKD
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Inhibition de mTOR et PKD

* A partir de ces deux articles

— Deux groupes se lancent dans la réalisation d’un
essai thérapeutique

— Un utilise la rapamycine chez des patients avec
une maladie rénale peu sévere (pas d’'IRC)

— L"autre utilise 'everolimus chez des patients avec
divers degré de sévérité.
 La communauté est convaincu de la

pertinence et de la réussite de ces essais sauf
guelques grincheux.




Inhibition de mTOR et PKD

Nephrol Dial Transplant (2009) 24: 2349-2353
doi: 10.1093/ndt/gfp129
Advance Access publication 25 March 2009

Long-term rapamycin therapy in the Han:SPRD rat model
of polycystic kidney disease (PKD)

[ram Zafar, Franck A. Belibi, Zhibin He and Charles L. Edelstein

Table 1. Effect of rapamycin in 52-week-old Han:SPRD (Cy/+) rats
+/+ Vehicle Cy/+ Vehicle Cy/+ Rapamycin
(n=4) (n=238) (n=12)

Body weight (g) 494 + 10 467 £ 15 415+ 9*

2K/TBW (%) 0.6 +0.004 1.4+0.08"* 0.6+ 0.02"

Cyst volume density 1 +£0.5 46 £ 7** 13 + 1.6#

(CVD) (%)

BUN (mg/dL) 1943 176 £ 24 39 4 2

SCr (mg/dL) 0.6 £0.1 3.2+ 1:5% 0.7 £ 0.6*

MAP (mmHg) 81 £ 11 116 £ 67 96 + 47

: ® wH
Heart weight (g) 1.6 £ 0.1 23402 1.7+ 0.8 Vehicle- Vehicle- Rapamycin-

L e A AA treated +/+ treated Cy/+ treated Cy/+

BN NNE LTI v TEETY CNNT S



Inhibition de mTOR et PKD

Rapamycin Ameliorates PKD Resulting from
Conditional Inactivation of Pkd1

Jonathan M. Shillingford,*! Klaus B. Piontek,* Gregory G. Germino,* and Thomas Weimbs**

H&E
low mag.
1mm
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J Am Soc Nephrol 21: 489-497, 2010.
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Inhibition de mTOR et PKD

Sirolimus attenuates disease progression in
an orthologous mouse model of human
autosomal dominant polycystic kidney disease

Iram Zafar', Kameswaran Ravichandran', Franck A. Belibi', R. Brian Doctor? and Charles L. Edelstein’

G

Table 1| Effects of sirolimus in Pkd2WS25/— mice

Kidney International (2010) 78, 754-761

Pkd2WS25/— Pkd2Ws25/—
+/+ vehicle (n=24) +/+ sirolimus (n=8) vehicle (N=10) sirolimus (N=10)
Body weight (g) 228 %31 234 %07 274 £1 2761
Kidney weight (g) 0.31 +0.01 0.27 +0.02 0.60 +0.11* 0.44 + 0.04%*
2K/TBW (%) 1.24 £0.02 1.15£0.05 2.20+04* 1.63 £ 0.1**
CVD (%) 0.5+0.2 0.5+0.2 38.8 +3.7 204+5.1"

BUN (mg/dl) 167 £0.9 17509 338142 29.2+1.5"




Inhibition de mTOR et PKD

Sirolimus Reduces Polycystic Liver Volume in ADPKD
Patients

Qi Qian,*! Hui Du,* Bernard F. King,* Sumedha Kumar,* Patrick G. Dean,$
Fernando G. Cosio,* and Vicente E. Torres*

J Am Soc Nephrol 19: 631-638, 2008. «

Sirolimus Therapy to Halt the Progression of ADPKD

Norberto Perico,* Luca Antiga,* Anna Caroli,* Piero Ruggenenti,*T Giorgio Fasolini,*
Mariateresa Cafaro,® Patrizia Ondei,T Nadia Rubis,* Olimpia Diadei,* Giulia Gherardi,*
Silvia Prandini,* Andrea Panozo,* Rodolfo Flores Bravo,* Sergio Carminati,*
Felipe Rodriguez De Leon,* Flavio Gaspari,* Monica Cortinovis,* Nicola Motterlini,*
Bogdan Ene-lordache,* Andrea Remuzzi,*5 and Giuseppe Remuzzi*T
J Am Soc Nephrol 21: 1031-1040, 2010,



Inhibition de mTOR et PKD

Sirolimus and Kidney Growth in Autosomal
Dominant Polycystic Kidney Disease

Andreas L. Serra, M.D., Diane Poster, M.D., Andreas D. Kistler, M.D.,
Fabienne Krauer, B.S., Shagun Raina, M.S., James Young, Ph.D.,
Katharina M. Rentsch, Ph.D., Katharina S. Spanaus, M.D.,

Oliver Senn, M.D., M.P.H., Paulus Kristanto, Ph.D., Hans Scheffel, M.D.,
Dominik Weishaupt, M.D., and Rudolf P. Wiithrich. M.D.

N Engl ] Med 2010;363:820-9.

. === Control
» — Sirolimus

0 T T T T 1

2.44

Log, Total Kidney Volume {cm?)

0 6 12 18 24

Months since Randomization

Table 3. Adverse Events in the Safety-Analysis Population.*

Figure 2. Total Kidney Volume.

The black curves in the center of the plot show nonparametric mean re-
sponse curves for the sirolimus group and the control group, calculated
with the use of the default locally weighted scatterplot smoothing function
in R, version 2.10.1. The red and blue curves show measurements from a
random sample of 10 patients in each study group. The vertical line indi-
cates the planned duration of the trial.

Adverse Event Sirolimus (N=49)

no. of patients (%)
Any adverse event 49 (100)

o

no. of events (%)
624 (100)

Control (N=50)

no. of patients (%)
50 (100)

no. of events (%)
333 (100)
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Everolimus in Patients with Autosomal c

2 Had administrative -
problems

2 Had abnormal laboratory
value

2 Died

5 Were lost to follow-up

- problems
1 Had abnormal laboratory
value

peutic effect
1 Died
3 Were lost to follow-up

1 Had unsatisfactory thera-

213 Had data for at least one dose
of study medication and one
post-baseline visit

169 Had data for at least one post-
baseline MRl measurement of
total kidney volume (intention-to-
treat population)

216 Had data for at least one dose
of study medication and one
post-baseline visit

177 Had data for at least one post-
baseline MRl measurement of
total kidney volume (intention-to-
treat population)

Dominant Polycystic Kidney Disease T
Gerd Walz, M.D., Klemens Budde, M.D., Marwan Mannaa, M.D., L0
Jens Nurnberger, M.D., Christoph Wanner, M.D., Claudia Sommerer, M.D., T 3004 ///
Ulrich Kunzendorf, M.D., Bernhard Banas, M.D., Walter H. Hérl, M.D., Ph.D., ° Placebo
Nicholas Obermiiller, M.D., Wolfgang Arns, M.D., Hermann Pavenstidt, M.D., £ P
Jens Gaedeke, M.D., Martin Blichert, Ph.D., Christoph May, Ph.D., 9 yd )
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Inhibition de mTOR et PKD

o Everolimus '5,5 ml/mn/an
-3,5 ml/mn/an

o Placebo

P<0.0001

Table 3. Serious Adverse Events in the Safety Population, According to Study Group.*

Serious Adverse Event Everolimus (N=214) Placebo (N=217)
no. of patients (%)
Any 80 (37.4) 51 (23.5)

P Value}

0.002




Inhibition de mTOR et PKD

* Une histoire riche d’enseighements
— Les modeles ne sont que des modeles

— L'utilisation de modeles pertinents aurait pu
permettre d’anticiper I'échec

— L'essai randomisé en double aveugle multicentrique
doit étre la regle avant de conclure.

* l'explication:

— Les inhibiteurs actuels de mTOR ne bloque que
TORC1.

— Le KO de raptor ne sauve pas le phénotype kystique
(walz unpublished data)



Conclusion

L es modeles sont indispensables en recherche
viomédicale.

s fournissent des pistes
s fournissent un rationnel

s ne remplaceront jamais les essais cliniques

L2 modélisation in silico pourra permettre
d’améliorer les modeles vivants.



