II]/S SYNTHESE

médecine/sciences 2001 ; 17 : 1289-96

René Saint-Arnaud
Olivier Dardenne
Francis H. Glorieux

R. Saint-Arnaud, O. Dardenne, F.H. Glo-
rieux: Unité de génétique, Hopital Shriners
pour enfants, 1529, avenue Cedar, Mont-
réal, Québec H3G 1A6, Canada.

E-mail: rst-arnaud@shriners.mcgill.ca

m/s n°12, vol. 17, décembre 2001

Etiologie moléculaire
des rachitismes vitamino-
dépendants héreditaires

La vitamine D subit deux transformations métaboliques
conduisant a la synthése de sa forme hormonale, la 1,25-
dihydroxyvitamine D. Des mutations dans le géne du cyto-
chrome P450, 25-hydroxyvitamine D-1-a-hydroxylase (la-
OHase), sont responsables d’une forme de rachitisme
vitamino-dépendant héréditaire, nommée PDDR (pseudovi-
tamin D deficiency rickets). Vingt-six mutations différentes,
incluant des duplications et des délétions modifiant le
cadre de lecture, et des mutations ponctuelles affectant la
sequence de la protéine, I'épissage, ou conduisant a I’arrét
prématuré de la traduction, ont été détectées chez les
patients de PDDR. Nous avons créé un modeéle animal de
PDDR en inactivant le géne 1a-OHase chez des souris. Cet
article présente le phénotype des souris mutantes, resume
I’état actuel des connaissances concernant I’expression et la
fonction de la 1a-OHase, et discute des nouvelles perspec-
tives de recherche sur le métabolisme de la vitamine D.

a vitamine D est essentielle
au controle de I’homéostasie

25-hydroxyvitamine D-1a-hydroxylase
(la-OHase). Le clonage récent du

des minéraux et, par consé-

quent, au développement

osseux. Toute perturbation
du systeme endocrinien de la vita-
mine D peut provoquer un rachi-
tisme ou une ostéomalacie. Deux
formes de rachitisme vitamino-
dépendant sont héréditaires. La pre-
miére, nommée HVDRR (hereditary
vitamin D resistant rickets), est due a
des mutations dans le géne codant
pour le récepteur de la vitamine D
(revue récente dans [1]). L’autre,
nommée PDDR (pseudovitamin D defi-
ciency rickets), est le résultat de muta-
tions dans le géne codant pour
I’enzyme responsable de la synthése
de la forme active de la vitamine D, la

géne de la 1a-OHase a grandement
contribué a la compréhension de
I’étiologie moléculaire des rachi-
tismes PDDR. Nous présenterons un
bref apercu du métabolisme de la
vitamine D avant de discuter des nou-
velles voies de recherche ouvertes par
le clonage du géne de la 1a-OHase.

Métabolisme
de la vitamine D

La majeure partie des besoins en vita-
mine D peut étre comblée de facon
endogéne par exposition au soleil.
Un apport alimentaire provenant
d’un régime incluant du poisson, des

légumes et des céréales compléte les m—
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besoins en vitamine. Les animaux et
les poissons synthétisent la vitamine
D,; les plantes et les levures synthéti-
sent la vitamine D,. Les quelques dif-
férences de structure chimique entre
les deux molécules n’affectent pas
leur fonction et le terme générique
de vitamine D sera ensuite adopté.

La synthése de la vitamine D est
amorcée a la suite de I’exposition de
la peau aux rayons du soleil. Les
rayons UVB pénétrent les kératino-
cytes et lysent le 7-déshydrocholesté-
rol en pro-vitamine D, une molécule
instable qui est rapidement transfor-
mée en vitamine D. La vitamine D se
lie a une globuline de transport, la
DBP (vitamin D binding protein), pour
arriver au foie ou I’enzyme vitamine
D-25-hydroxylase (CYP27), un cyto-

chrome P450, la convertit en 25-
hydroxyvitamine D [25(OH)D], un
meétabolite inactif. Toujours liée a la
DBP, la 25(0OH)D est transportée
vers le rein dans lequel la 1a-OHase
attache un groupement hydroxyle en
position 1a pour engendrer la forme
active de la vitamine, la la,25-dihy-
droxyvitamine D [1,25(0OH),D] [2].
Cette derniére se lie a son récepteur
(VDR, vitamin D receptor), un facteur
de transcription de la famille des
récepteurs nucléaires qui contréle
I’expression des génes cibles de la
vitamine D (figure 1).

Nommée vitamine pour des raisons
historiques liées au fait que des pré-
parations d’huile de foie de morue
pouvaient guérir du rachitisme,
I’étude du métabolisme de la vita-

mine D et de la modulation hormo-
nale de la synthése de sa forme
active, la 1,25(OH),D, révele que ce
meétabolite est en fait une hormone.
Le réle physiologique majeur de la
1,25(0H),D est de stimuler I’absorp-
tion du calcium et du phosphate
dans le duodénum et de stimuler la
réabsorption du calcium et du phos-
phate par le néphron [2]. De cette
facon, la 1,25(0OH),D joue un role
majeur dans I’homéostasie des miné-
raux et assure un apport suffisant
d’ions pour une minéralisation cor-
recte de la matrice osseuse.

Plusieurs études ont suggéré que la
1,25(0OH),D aurait une action directe
sur différents types cellulaires tel
I'ostéoblaste, les macrophages ou les
kératinocytes [2]. Le phénotype des
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Figure 1. Biosynthése de la 1,25(0OH),D,. La vitamine D (ici D; puisque le schéma s’applique a ’lhomme), synthétisée
suite a l'irradiation de la peau par les rayons solaires, est convertie en 25-hydroxyvitamine D, [25(OH)D,] par la vita-
mine D 25-hydroxylase au niveau du foie. Ce métabolite inactif est ensuite métabolisé en 1a,25-dihydroxyvitamine D,
[1,25(0H),D;] a la suite de I'action de I'’enzyme rénale, la 25-hydroxyvitamine D-la-hydroxylase (1a-OHase). L’hor-
mone 1,25(0H),D; se lie ensuite a son récepteur nucléaire, le VDR (vitamin D receptor), un récepteur nucléaire de type
Il qui forme un dimére actif avec son partenaire, le RXR (retinoid X receptor), et module la transcription de génes
cibles. Le ligand du RXR, I'acide 9-cis rétinoique, n’est pas illustré. La cause moléculaire des rachitismes PDDR
(pseudo vitamin D deficiency rickets), — des mutations dans le gene codant pour la 1a-OHase — est illustrée par la
fléeche interrompue au niveau du rein. L'autre forme de rachitisme héréditaire vitamino-dépendant, HVD-RR (heredi-
tary vitamin D resistant rickets), est due a des mutations affectant la structure ou la fonction du VDR, soit au niveau
du domaine de liaison du ligand (LBD, ligand binding domain), soit au niveau du domaine de liaison a ’ADN (DBD,

s DNA binding domain).
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souris ayant une mutation ciblée dans
le géene du VDR démontre que le role
principal de la 1,25(OH),D concerne
I’'homéostasie des minéraux [3, 4]. En
effet, le développement embryonnaire
de ces souris est normal, et elles survi-
vent jusqu’a I’age de 6 mois sans traite-
ment. A la suite du sevrage, elles déve-
loppent une hypocalcémie et une
hyperparathyroidie secondaire [3, 4].
Cependant, des études plus approfon-
dies a I'aide de ces puissants modéles
genétiques pourraient permettre de
confirmer sans égquivoque certaines des
actions de la 1,25(OH),D sur des tissus
cibles autres que le rein et I'intestin.
Déja, un réle essentiel du VDR et, par
inférence, de la 1,25(0OH),D, a été mis
en évidence dans le cycle folliculaire
pileux [5].

Rachitisme versus
ostéomalacie

Le terme «rachitisme» est souvent
employé pour définir toute anomalie
de minéralisation du squelette. En
réalité, le rachitisme affecte seule-
ment la plaque de croissance (voir
I’article de P. Ducy, p.1242 de ce
numéro), et I’'accumulation de matrice
non minéralisée sur d’autres sites est
correctement appelée ostéomalacie.
Un individu en période de croissance
peut donc souffrir a la fois de rachi-
tisme et d’ostéomalacie, alors qu’un
adulte ne montrera que des lésions
ostéomalaciques.

Toute perturbation du métabolisme
de la vitamine D peut provoquer un
rachitisme et/ou une ostéomalacie:
exposition insuffisante aux rayons
solaires; carence alimentaire; mala-
dies du foie ou des reins; déficit en
vitamine D-25-hydroxylase hépatique;
déficit en 1a-OHase rénale ; inactivité
du VDR. Parmi toutes ces causes,
seules le déficit en 1a-OHase rénale
(PDDR) et I'inactivité du VDR
(HVDRR) ont été associées a des
mutations dans des génes spécifiques.

Physiopathologie
des rachitismes PDDR

Les symptdmes des patients atteints de
rachitisme PDDR ressemblent aux
symptémes classiques d’individus
carencés en vitamine D: croissance
ralentie, hypotonie, troubles moteurs et
évidence radiologique de rachitisme
(hypominéralisation et apparence dif-
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fuse et élargie de la zone de calcifica-
tion sous la plaque de croissance). Les
nouveau-nés atteints ont une appa-
rence normale car les symptémes se
manifestent a partir du troisieme tri-
mestre. Au niveau sérologique, les
niveaux de calcium sont anormalement
bas, ce qui provoque une hyperparathy-
roidie secondaire. Le calcium urinaire
est bas alors que la concentration fécale
est élevée, conséquence de la malab-
sorption intestinale. La phosphatémie
peut étre normale ou basse.

La caractéristique principale des
mesures sérologiques chez les patients
atteints de rachitisme PDDR concerne
les niveaux circulants des métabolites
de la vitamine D. Alors que les
niveaux sériques de 25(OH)D sont
normaux, les niveaux circulants de
1,25(0H),D sont non détectables ou
a la limite inférieure des dosages.
Cette caractéristique a rapidement
orienté les recherches vers une cause
moléculaire des rachitismes PDDR
impliquant I’enzyme responsable de la
synthése de la 1,25(0OH),D: la la-
OHase. Des mesures de I'activité enzy-
matique dans des cellules déciduales,
qui expriment I’enzyme, ont confirmé
I’'absence d’activité 1a-OHase chez les
[6]. Les conclusions de ces études bio-
chimiques classiques ont été confir-
meées par le clonage du géne codant
pour la la-OHase [7-10]. Non seule-
ment le géne isolé at-il été cartogra-
phié au locus de la maladie, mais des
mutations inactivatrices ont été identi-
fiées chez les patients et les individus
hétérozygotes porteurs de la maladie
(voir plus loin).

I Traitement

Le traitement approprié des rachi-
tismes de type PDDR est I'apport de
1,25(0OH),D; [11]. Tres rapidement
apreés le début du traitement, les para-
metres sériques et radiologiques sont
normalisés. De méme, la myopathie
disparait rapidement. Il est important
de fournir parallélement un apport
calcique suffisant au début du traite-
ment afin de permettre une bonne
guérison des lésions osseuses. L’apport
calcique doit étre contrélé par la
mesure de I’excrétion urinaire. Une
excrétion anormalement élevée peut
provoquer des néphrocalcinoses et
une surveillance adéquate de la fonc-
tion et de la structure rénale est recom-
mandé.

A I’époque ou la 1,25(0OH),D,
n’était pas disponible commerciale-
ment, plusieurs cliniciens ont
démontré I’efficacité d’un traite-
ment avec I’analogue 1a(OH)D,
[12]. Cette molécule peut étre méta-
bolisée en 1,25(0H),D, puisque la
25-hydroxylase hépatique fonctionne
normalement chez les patients
PDDR. Cette thérapeutique est
encore en usage dans plusieurs pays.
Cependant, les colts de production
de I'analogue ne procurent aucun
avantage financier a cette forme de
traitement.

| Clonage de la 1a-OHase

Il a été difficile de cloner le géne
codant pour la 1a-OHase en raison
de son faible niveau d’expression.
D’ingénieuses techniques ont da étre
mises au point afin d’isoler les pre-
miers ADNc. La séquence a été obte-
nue chez le rat par criblage a strin-
gence réduite d’une banque d’ADNc
de reins d’animaux carencés en vita-
mine D, a I'aide d’une sonde prove-
nant d’'un géne homologue, la 25-
hydroxyvitamine D-24-hydroxylase
(24-OHase) [8]. Une stratégie simi-
laire, fondée sur des amorces déegé-
nérées dérivées de la séquence de la
24-OHase et I'utilisation de la PCR
(polymerase chain reaction), ont conduit
au clonage de I’ADNc humain [10]
et confirmé la séquence du géne
chez le rat [7]. Quant a I’ADNc
murin, il a été obtenu en utilisant un
élégant modele génétique et une
technologie originale. Les souris por-
tant une mutation inactivatrice du
VDR ont des niveaux d’expression
élevés de la 1a-OHase dus a I’ab-
sence de rétrocontrole négatif; elles
ont donc été une source privilégiée
pour la construction d’une banque
d’ADNc enrichie pour la séquence
de la 1a-OHase. Le clonage a utilisé
une technique d’expression de cel-
lules de mammiferes dépendante de
I’expression conditionnelle d’un
géne rapporteur a la suite de la syn-
thése de 1,25(OH),D, par la cellule
transfectée [9].

Les clones d’ADNc ont rapidement
permis d’isoler des clones géno-
miques humains. A I'aide de telles
sondes, le géne humain a été carto-
graphié sur le locus de la maladie,
préalablement identifié par analyse
de liaison [13, 14].
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Mutations
chez les patients
atteints de PDDR

Vingt-six mutations différentes ont
été détectées chez les 38 patients
atteints de PDDR analysés jusqu’a
présent (Tableau 1) [10, 15-19]. Plu-
sieurs types de mutations ont été
identifiés: duplications et délétions
modifiant le cadre de lecture, et
mutations ponctuelles affectant la
séquence de la protéine (missense
mutations), I’épissage, ou conduisant
a I'arrét prématuré de la traduction
(nonsense mutation). Des mutations
ont été détectées dans chacun des
9exons du géne, de méme que dans
I'intron 3, mutation qui modifie
I’épissage de I’ARNm (figure 2). Une
mutation spécifique a été détectée
avec une plus grande fréquence: il
s’agit d’une duplication de 7 paires
de bases qui change le cadre de lec-
ture au codon 443 et provoque
I’arrét prématureé de la traduction au
codon 465 (Tableau I). Cette muta-
tion est présente chez 11 patients
issus de 10 familles non apparentées

[15-17]. Une caractéristique de I’étio-
logie moléculaire de la maladie
semble étre la présence de mutations
hétérozygotes: chez 15 des 36 cas
publiés, une mutation différente a
été identifiée sur chacun des deux
alleles [10, 15-19].

Il est facile de comprendre I'impact
des mutations affectant le cadre de
lecture et produisant une protéine
tronquée inactive. L’impact des muta-
tions ponctuelles pourrait s’avérer
plus subtil. Une premiére analyse fon-
dée sur la synthése de 1,25(OH),D
par des cellules transfectées, a I'aide
de vecteurs d’expression, avec des
ségquences mutées a révélé une perte
compléte d’activité pour chacun des
mutants testés [10, 15-19]. Wang et al.
[16] ont tenté d’expliquer la perte de
fonction en s’appuyant sur la struc-
ture cristallographique d’un cyto-
chrome P450 apparenté. Chacune des
mutations identifiées semble affecter
un domaine essentiel de la protéine
tel le site d’entrée ou de liaison du
substrat, ou le site de liaison du grou-
pement prosthétique (heme binding
domain). Néanmoins, il demeurait

possible que certaines mutations
ponctuelles puissent provoquer des
pertes d’activité enzymatique modé-
rées qui ne pourraient étre détectées
a I'aide des méthodes utilisées jusqu’a
présent. Cette éventualité revét une
importance particuliére quand elle
est liée au phénotype de patients
atteints de forme modérée de rachi-
tisme PDDR. Chez ces individus, les
niveaux circulants de 1,25(0OH),D
sont faibles mais détectables [20]. Le
groupe de Shigeaki Kato est parvenu
a purifier la forme active de la la-
OHase recombinante exprimée chez
E. coli et a étudier la cinétique enzy-
matique de la protéine recombinante
[21, 22]. En appliquant la méme tech-
nique aux différents mutants ponc-
tuels de la 1a-OHase, et en particulier
a une mutation détectée chez un
patient atteint d’'une forme modérée
de PDDR, cette équipe a démontré de
facon convaincante que les mutations
ponctuelles provoquent une perte
totale d’activité enzymatique [18].
Bien que la persistance d’une activité
enzymatique résiduelle des protéines
mutées ou la présence d’un autre

Tableau I. Mutations du gene de la 25-hydroxyvitamine D-1a-hydroxylase chez les patients atteints de rachitisme.

Mutations

212AG (codon 46)
Q65H

958AG (codon 88)
R107H

G125E

P143L

D164N

E189L

IVS3+1g - a
1921AG (codon 211)
1984AC (codon 231)
W241X

T321R

S323Y

R335P

P382S

R389H

R389C

T4091

R429P

W433X

Duplication 7 pb (codons 438-442)

Duplication 2 pb (codon 442)
R453C
V478G
P497R

Nationalité/origine ethnique Références
hispanique [16]
chinois [16]
américain (blanc), canadien francais [15, 16]
japonais [19]
japonais [19]
japonais [18]
japonais [18]
polonais [16]
japonais [18]
américain (blanc) [10; 16]
américain (blanc) [10; 16]
polonais [16]
japonais [18]
britannique [17]
japonais [19]
japonais [19]
américain (blanc), canadien francais [16]
japonais [18]
phillipin [16]
américain (noir) [16]
japonais [18]
philipin, polonais, chinois, britannique,
américain (blanc), américain (noir),
hispanique, canadien francais, acadien [15-17]
américain (blanc) [16]
haitien [16]
britannique [17]
polonais [16]

s A délétion; IVS: intron (intervening sequence); X: arrét prématuré de la traduction; pb: paires de bases.

1292

m/s n°12, vol. 17, décembre 2001



7pb DUPL
Q65H D164N IVS3+lg-»a S323Y  W433X 2pb DUPL
958AG R389H
2120G P143L\ [1921AG T321R| R389C VETEE
| [ P497R
f Pt ! L Rasac
R107H E189L | W241X P382S
G125E 1984AC R335P T4091 R429P

Figure 2. Mutations chez les patients atteints de rachitisme PDDR (pseudo-
vitamin D deficiency rickets). La structure du gene de la 25-hydroxyvitamine
D-la-hydroxylase (la-OHase) est représentée de fagcon schématique. Les
exons sont numérotés de 1 a 9; les régions rouges correspondent aux
séquences non-traduites en 5’ et en 3’, respectivement. Les 26 mutations
identifiées jusqu’a présent chez des patients atteints de rachitisme PDDR
sont représentées au-dessus et en dessous de la carte du géne. Les nombres
indiquent le nucléotide ou I'acide aminé muté, selon le cas. A: délétion; IVS3
+ 1g —a: mutation dans I'intron 3 (intervening sequence 3) affectant I'épis-
sage; 7 bp dupl: duplication de 7 paires de bases; 2 pb dupl: duplication de

2 paires de bases.

gene impliqué dans I’hydroxylation
de la vitamine D en position 1la ne
puissent étre formellement exclues,
I’explication la plus logique du phé-
notype PDDR modéré semble impli-
qguer un apport alimentaire de
1,25(0H),D (par exemple dans le lait
de vache et le poisson) [23, 24], ou
encore la détection croisée de méta-
bolites inactifs de la vitamine D par la
méthode de dosage de la
1,25(0OH),D.

I Recherches futures
Contr6le de I'expression

L’expression du géne de la 1a-OHase
est soumise @ une modulation com-
plexe impliquant les niveaux circu-
lants de calcium et de phosphate, la
calcitonine, la parathormone (PTH),
et son propre produit enzymatique, la
1,25(0OH),D [2, 25-28]. Les méca-
nismes moléculaires responsables de
ces réponses commencent a étre
connus. La réponse a la PTH requiert
I’activité de la protéine kinase A
(PKA) et la formation d’AMPc [25,
27]. Des éléments de réponse a
I’AMPc (cyclic AMP response elements,
CRE) ont été identifiés dans le promo-
teur proximal du gene codant pour la
la-OHase [25]. Les prochaines études
s’appliqueront a démontrer la fonc-
tionnalité des éléments identifiés.

Un aspect fascinant du contrble de
I'expression du géne de la 1a-OHase
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concerne sa régulation négative par la
1,25(0H),D. En effet, I'analyse d’un
fragment du promoteur du géne de la
la-OHase répondant a la 1,25(0OH),D
ne révéle aucun élément de réponse a
la vitamine D (vitamin D responsg element,
VDRE, ou negative vitamin D response ele-
ment, NVDRE) [25]. L’étude approfon-
die du fragment du promoteur qui
contrdle la réponse a la 1,25(0H),D a
permis d’isoler un nouveau membre
de la famille des régulateurs transcrip-
tionels bHLH (basic domain-helix-loop-
helix). Ce facteur bHLH serait impliqué
dans I’expression basale du géne lo-
OHase, et une interaction protéine-pro-
téine avec le VDR serait responsable de
I'inhibition transcriptionnelle par la
1,25(0H),D [29]. Ces découvertes de
I’équipe de S. Kato suggérent des
mécanismes de controle jusqu’a pré-
sent insoupgonnés et identifient une
nouvelle cible potentielle d’interven-
tion thérapeutique.

Modele animal : inactivation ciblée

Afin de mettre au point un modele
animal de rachitisme PDDR, nous
avons inactivé le géne la-OHase par
recombinaison homologue dans des
cellules embryonnaires (ES). La stra-
tégie utilisée fait appel au systeme de
recombinase Cre-loxP du bactério-
phage P1 [30]. Ainsi, a partir du
méme événement de recombinaison,
nous avons pu mettre au point des
mutants complets (inactivation dans

tous les tissus a la suite de I’activité de
la recombinase Cre dans les cellules
ES) et des mutants conditionnels
(inactivation spécifique apreés croise-
ment avec des souris transgéniques
exprimant Cre dans un tissu donné).
Le phénotype des mutants complets
est une copie du phénotype PDDR
chez ’lhomme [31]. La croissance des
animaux mutants est ralentie et les
radiographies osseuses confirment le
rachitisme (figure 3). De méme, tous
les parametres sériques et histolo-
giques reproduisent la pathologie
humaine. Si les animaux mutants ne
sont pas traités par thérapie de rem-
placement avec la 1,25(OH),D, ils
meurent au début de I’Age adulte
(figure 4). Ce modele animal pourra
étre utilisé afin de tester d’autres
approches de sauvetage du phéno-
type par altération du régime. Les
mutants pourraient aussi étre utiles
afin de mesurer I'activité calcémique
d’analogues de la 1,25(OH),D en
I’absence de I’lhormone endogeéne.

Roéle autocrine/paracrine

Bien que le site majeur d’expression
de la la-OHase soit le rein, il a été
démontré que le gene est exprimé
dans d’autres types cellulaires, tels
que les ostéoblastes, les chondro-
cytes, les kératinocytes, les macro-
phages, et certains types de neurones
[2]. Combinées aux résultats dé-
montrant un role possible de la
1,25(0OH),D sur la différenciation ou
la fonction de ces cellules [2, 32, 33],
ces observations suggeérent un
contrdle autocrine/paracrine pos-
sible de I'activité hormonale de la
vitamine D dans ses tissus cibles. La
technologie Cre-loxP, utilisée pour la
création des mutants conditionnels,
nous permettra d’étudier I'impor-
tance physiologique des fonctions
suggérées.

En croisant les souris 1a-OHase-loxP
avec des souris transgéniques expri-
mant Cre sous le contréle du promo-
teur ostéocalcine [34], il sera pos-
sible d’inactiver la la-OHase
spécifiguement dans les ostéoblastes
différenciés. Cette approche permet-
tra d’étudier le r6le direct de la
1,25(0OH),D sur la fonction osseuse.
Des travaux récents utilisant des
mutations de gain de fonction ou de
perte de fonction du VDR dans I’os

suggérent un rdle de la 1,25(0OH),D m—
1
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Figure 3. Radiographies du fémur d’animaux déficients pour le géne de la 25-
hydroxyvitamine D-1a-hydroxylase (1a-OHase). A. Fémur d’un animal hété-
rozygote. B. Fémur d’un homozygote mutant pour la 1a-OHase. Notez I'élar-
gissement de la plaque de croissance et la minceur du cortex du fémur
mutant, démontrant la présence de rachitisme et d’ostéomalacie.
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Figure 4. Survie des homozygotes mutants pour le géne de la 25-hydroxyvi-
tamine D-1la-hydroxylase (1a-OHase). Les souris déficientes pour le géne la-
OHase ont été sevrées a I’age de trois semaines et alimentées par un régime
normal. Dans ces conditions, les animaux meurent entre la 11¢ et la 16°
semaine de vie.

distinct de son implication dans
I’homéostasie des minéraux [35, 36].
La fonction paracrine de la
1,25(0OH),D suggérée dans la matu-
ration des chondrocytes pourra aussi
étre testée en croisant les animaux
la-OHase-loxP avec des souris trans-
géniques exprimant Cre sous le
contr6le des séquences régulatrices
du géne du collagéne de type II.

Le géne la-OHase pourra étre inac-
tivé dans les kératinocytes en croisant
les souris 1a-OHase-loxP avec des sou-
ris transgéniques kératine-Cre [37].
Ces études pourraient confirmer le
réle important de la 1,25(0OH),D
dans la différenciation de la peau,
déja mis en évidence chez les souris
déficientes en VDR. En effet, un
régime riche en calcium peut rétablir
la calcémie et corriger tous les aspects
du phénotype de ces animaux
mutants, sauf la différenciation de la
peau et le cycle folliculaire pileux [5].
La recombinase Cre pourra étre
exprimée sous le contréle du promo-
teur du géne macrophage scavenger
receptor A [38] afin d’inactiver la la-
OHase dans les macrophages. Plu-
sieurs études démontrent que la
1,25(0OH),D stimule la fonction des
macrophages en augmentant leur
activité chimiotactique et phagocy-
taire [32]. Il est possible que I'inacti-
vation ciblée de la 1a-OHase dans les
macrophages diminue la capacité des
animaux mutants de lutter contre
des infections microbiennes.

I Perspectives

Les puissantes techniques de la géné-
tique moléculaire vont bientdt per-
mettre de confirmer ou d’infirmer
les réles physiologiques suggérés
pour I’hormone 1,25(0OH),D. Déja,
les travaux récents ont confirmé
I'implication du géne de la 1a-OHase
dans I’étiologie moléculaire des
rachitismes PDDR, ont démontré un
role essentiel de la 1,25(0OH),D dans
le cycle folliculaire pileux, et ont
identifié de nouveaux mécanismes de
modulation transcriptionnelle impli-
quant la 1,25(0OH),D. L’inactivation
conditionnelle du géne de la la-
OHase dans les tissus cibles de la
1,25(0OH),D permettra sans doute de
démontrer des fonctions importantes
de I’hormone, s’ajoutant a son role
essentiel dans le contréle de
I’homéostasie des minéraux m
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Summary

Hereditary defects in vitamin D-
deficiency rickets

Vitamin D is a key regulator of
mineral homeostasis and bone
development. Two types of heredi-
tary defects in vitamin D metabo-
lism cause rickets. The first one
involves mutations in the vitamin
D receptor, leading to hereditary
vitamin D-resistant rickets. The
second type of defects involves
mutations in the cytochrome P450
enzyme, 25-hydroxyvitamin D1-
alpha-hydroxylase (la-OHase),
and causes pseudo-vitamin D defi-
ciency rickets (PDDR). Twenty-six
distinct mutations, including dupli-
cations, deletions, missense and
nonsense mutations have been
identified in patients with PDDR.
We have engineered an animal
model of PDDR through targeted
inactivation of the 1a-OHase gene
in mice. This review presents the
phenotype of the la-OHase-abla-
ted mice, and provides an overview
of the future avenues of research
concerning the control of the
expression and the physiological
role of the 1a-OHase enzyme.
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