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Genes et pression artérielle minéralocorticoide
(Inserm 772)

Responsable : Xavier JEUNEMAITRE

EQUIPE 1 — Responsable : Xavier JEUNEMAITRE

Théme 1 : Identification de génes et de variants impliqués dans la régulation
du métabolisme hydrosodé, 'hypertension artérielle et ses conséquences
vasculaires

Membres : Geneviéve BEAURAIN, Anne-Laure FAUreT, Julie FauGeroux, Xavier
JEUNEMAITRE, Pierre-Frangois PLoulN, Rosa VarGas-Poussou

Lobjectif de notre projet est d’identifier de nouveaux génes ou de nouveaux
variants qui influencent de facon significative le métabolisme hydrosodé,
hypertension artérielle (HTA) ou des pathologies vasculaires cause ou conséquence
de 'HTA. La stratégie est basée sur I'étude de familles et la caractérisation de sujets
placés dans des situations particuli¢res de stress environnemental.

En 2008-9, les résultats les plus significatifs concernent :

1. la poursuite d'un PHRC hospitalier visant a rechercher les conséquences chez
homme d’un polymorphisme fonctionnel de la protéine Nedd4-2, protéine
impliquée dans la régulation du canal sodium épithélial. Le protocole seffectue au
CIC de 'HEGP et comprend une étude en régime riche ou pauvre en Na+/K+,
un test pharmacologique en aigu et en chronique (amiloride). Les premiers résultats
font apparaitre une relation entre le polymorphisme et la pression artérielle
(présentation orale ESH 2009 ; Blanchard, en préparation) ;

2. la poursuite de l'analyse de relations génotype-phénotype dans 'HTA
essentielle, en particulier du systtme rénine angiotensine (JEUNEMAITRE, J. Mol.
Med., 2008 ; ImaucHL Orol. Neurol, 2008 ; Warkixs, [ Hypertens., 2009),
Ianalyse des variations de I'électrocardiogramme en fonction de la teneur en sel de
Palimentation (VAIDYA, Am. J. Hypertens., 2009), et la participation 4 un réseau
européen sur la génétique de I'HTA essentielle (Réseau hypergenes, FP7,
investigateur principal Prof. D. Cust, Milan, Italie), avec une analyse pangénomique
de plus de 1 000 sujets hypertendus ;

A

3. la participation 4 un réseau européen de maladies rénales rares (Eunefron,
FP7, Devuyst, Nephrol. Dial. Transplant., 2009), 'analyse de relations génotype-
phénotype (Vargas-Poussou, Pediatr. Nephrol., 2008), 'analyse de nouvelles
mutations et de génes modificateurs dans le syndrome de Gitelman (Riverra-
Munoz, Nephrol. Dial. Transplant., 2008 ; BROCHARD, Nephrol. Dial. Transplant.,
2009) ou dans la maladie de Dent (BLANCHARD, Am. J. Kidney Dis., 2008 ; GRAND,
Kidney Int., 2009) ;

4. la poursuite de nos travaux sur la dysplasie fibromusculaire (DFM),
artériopathie systémique pour le moment d’origine inconnue, cause classique
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d’HTA secondaire (Prouin PE, Orphaner J. Rare Dis., 2007). A partir d’une
cohorte unique de plus de 400 cas, notre équipe méne deux projets qui ont obtenus
un financement du PHRC et de la fondation de recherche en HTA en 2008. Lun
porte sur la recherche de facteurs prédictifs d’évolution de la sévérité (protocole
PHRC Profile), Pautre vise 2 obtenir une collection transversale supplémentaire de
plus de 500 sujets atteints (étude Arcadia) avec I'objectif d’'une étude d’association
pangénomique ;

5. l'analyse de maladies artérielles disséquantes, en particulier le syndrome
d’Ehlers-Danlos vasculaire, & travers notre participation au réseau européen FAD
(FP7, Dr ].B. MicHEL, investigateur principal, Paris France). Deux axes de travail
sont privilégiés : des études de recherche clinique et la création de deux modeles
murins d’invalidation conditionnelle des génes MYHI1I et COL3Al.

Théme 2 : Genes et pathologies héréditaires associées a I’aldostérone

Membres : Sheerazed BouLkrouN, Edwige-Ludivyne HuBERT,
Pierre-Frangois PLouiN, Shahwali K. TAREEN, Benoit SAMSON-COUTERIE,
Maria-Christina ZENNARO

Laldostérone et le récepteur minéralocorticoide (MR) jouent un rdle fondamental
dans la régulation de la volémie et de la pression artérielle, dont les altérations
aboutissent au pseudohypoaldostéronisme de type 1 (PHA1L) (ZenNaro, Trends
Endocrinol. Metab., 2004) et a Thypertension artérielle. Lobjectif de notre
programme de recherche est d’explorer les mécanismes génétiques sous-jacents aux
pathologies liées & 'aldostérone, notamment i) I'identification de nouveaux génes
et de voies de signalisation impliquées dans PHAI et ii) I'étude intégrée de
I'hyperaldosteronisme primaire. Les diverses approches utilisées devraient permettre
des applications cliniques directes pour les pathologies concernées.

En 2008, nous avons montré quil n’y avait pas d’association significative entre
la présence d’un hyperaldostéronisme primaire et celle de troubles métaboliques en
particulier glucidiques (MaTroZOVA, Hypertension, 2009). Lanalyse biologique
fondamentale utilise différentes approches intégrant des études transcriptomiques,
génétiques (genes candidats et GWAS), et des études anatomo-pathologiques
morphologiques et fonctionnelles. Nous avons terminé 'hybridation sur microarray
de 150 échantillons de tumeurs et de 10 échantillons de surrénales de controle.
Différents sous-groupes de tumeurs ont été identifiés par classification hiérarchiques ;
des analyses secondaires sont actuellement en cours pour caractériser les cascades
transcriptionnelles et les voies de signalisation modifiées. Des analyses anatomo-
pathologiques doivent permettre de réaliser des analyses transcriptomiques
supervisées en fonction du profil morphologique ou de I'anatomie fonctionnelle
des adénomes et du tissu adjacent.

Au niveau du tissu surrénalien, nous avons identifié trois types de lésions : i) des
nodules (isolées ou multiples), exprimant trés fortement 'enzyme Cyp11B2, sans
hyperplasie de la zone glomérulée péri-tumorale; ii) des nodules (isolées ou
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multiples), exprimant trés fortement la Cypl11B2, avec hyplerplasie fonctionnelle
(forte expression Cypl1B2) de la zone glomérulée péri-tumorale; des nodules
atypiques pour leur taille (> 3 cm), présentant une expression hétérogene de
Cyp11B2. Ces lésions sont également associées & une expression plus faible de
Cypl1B2 .

Enfin, nous avons étudié 'implication des canaux potassiques TASK1 et TASK3
dans Thyperaldostéronisme primaire. Ces canaux étant des génes candidats
intéressants, puisque leur inactivation chez I'animal résulte en un phénotype soit
d’hyperaldostéronisme suppressible par la dexaméthasone, soit d’hyperplasie
bilatérale des surrénales. Nous avons mis en évidence une association de 2 SNPs
sur le locus KCNK3 (TASK 1) avec Ihyperaldostéronisme chez 364 patients
comparés 2 1776 controles. Lanalyse systématique des génes KCNK3 (TASK 1) et
KCNK9 (TASK 3) chez 825 sujets atteints d’hyperaldosteronisme primaire a
permis d’identifier 6 substitutions faux-sens, 8 substitutions synonymes et 7 variants
introniques (ZENNARO, en préparation).

Théme 3 : Paragangliomes et Phéochromocytomes

Membres : N. BURNICHON, J. Favier, C. GarenEy, A.P. GIMENEZ-ROQUEPLO,
PE Prouin, J. RiviEre

Lobjectif de notre groupe de recherche est d’élucider les mécanismes moléculaires
en cause dans la tumorigenése des paragangliomes (PGL) et des phéochromocytomes
(PH) SDH dépendants qui impliquent notamment le métabolisme mitochondrial
et les voies de réponse a 'hypoxie (GIMENEZ-ROQUEPLO ¢t al., Clin. Exp. Pharmacol.
Physiol., 35, 2008, 376-9).

En 2009, nous avons mené a terme I'analyse statistique des résultats de I'étude
du transcriptome par microarray de la collection PH/PGL génétiquement
déterminée du réseau COMETE (68 tumeurs), réalisée dans le cadre du programme
« Carte d’identité des tumeurs» développé par la Ligue contre le cancer. Le
clustering non-supervisé a montré clairement une séparation en deux groupes
distincts (SDH+ VHL versus RET+ NFI) des PH/PGL. Ainsi, nous avons observé
une inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale et une stimulation des voies
de l'angiogenése dans les tumeurs VHL- et SDH-dépendantes associée ou non a
une induction de la glycolyse témoignant d’un effet Warburg uniquement dans les
tumeurs VHL-dépendantes. Nos résultats suggérent en outre que l'effer Warburg
observé dans les tumeurs VHL est induit par la perte de la stabilisation de p53 et
de l'expression subséquente de TIGAR consécutive 2 la mutation de la protéine
VHL (Favier et al., PLoS One, 2009, sous presse). Ces résultats vont permettre
dorénavant de classer facilement les tumeurs (génétiquement ou non génétiquement
déterminées) en fonction de leur profil transcriptomique. Cette étude se poursuit
actuellement sur les tumeurs sporadiques bénignes et malignes par la comparaison
du profil transcriptomique et des pertes d’hétérozygotie cartographiées par
CGH-array afin d’identifier des nouveaux biomarqueurs de malignité et de mauvais
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pronostic. En collaboration avec une équipe néerlandaise, nous avons validé
I'immunohistochimie SDHB comme étant un nouvel outil diagnostique permettant
d’identifier facilement en routine les tumeurs porteuses d’'une mutation sur 'un
des trois genes SDH. Deux séries, rétrospective et prospective, rassemblant
220 tumeurs ont été étudiées en Hollande ou en France (VAN NEDERVEEN, GAAL,
FaviEr ez al., Lancet Oncol., 2009, 10, 764-71). Sur le plan clinique, nous avons
publié¢ les premiéres recommandations du réseau PGL.NET pour I'organisation du
test génétique du paragangliome héréditaire en routine hospitaliére aprés avoir
génotypé 445 patients atteints diagnostiqués en France entre 2003 et 2008
(BURNICHON et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 94, 2009, 2817-27).

EQUIPE 2 — Responsable : Frédéric Jarsser

Théme 1 : Réle du récepteur minéralocorticoide en physiologie
cardiovasculaire

Membres : Violaine CHarHBILI, Nicolette FARMAN, Frédéric Jaisser,
Céline LatroucHE, Aurélie N’Guyen Dinga Car, Nathalie Panex-HUET,
Andy Znanag

Notre objectif est de définir le role de 'aldostérone (aldo) et des glucocorticoides
(gluco) ainsi que de leurs récepteurs, les récepteurs minéralocorticoides et
glucocorticoides (RM et RG, respectivement) dans les systémes cardiovasculaire,
rénal ou autre, en conditions physiologiques et pathologiques.

En 2008-2009, nous avons abordé plusieurs points :

— le rdle de lactivation du RG, indépendamment du RM dans le contréle du
transport du Na dans le tubule collecteur rénal (NGUYEN et al., Endocrinology,

2009) ;

— l'importance des interactions locales entre aldo et angiotensine II dans le
coeur. Nous avons montré une interaction fonctionnelle importante entre ces deux
voies de signalisation, se traduisant par un effet synergique sur plusieurs paramétres
moléculaires et fonctionnels. Nous montrons également un effet bénéfique du
blocage pharmacologique du RM dans ce contexte, et en particulier sur la
dysfonction diastolique observée (ZHANG ez al., Hypertension, 2008). La publication
de ce travail a été sélectionnée comme une des 3 meilleures publications dans
Hypertension en 2008 ;

— la signalisation spécifique RM/RG dans le coeur avec l'identification de genes
spécifiquement modulés par le RM dans le coeur, certains d’entre eux étant proposés
comme biomarqueurs de l'activation du RM (dép6t de brevets européens et aux
Etats-Unis ; étude cliniques de validation en cours) (LATOUCHE er al, en
préparation) ;
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— le role physiopathologique du couple aldo/RM dans différents organes cibles
dit non-classiques comme les vaisseaux (endothélium et cellules musculaires lisses).
Les résultats ont montré un effet de I'aldo sur la pression artérielle indépendamment
de Peffet rénal classique sur le contrdle de la balance hydrosodée. La modulation
de la réactivité vasculaire, in vivo et ex vivo aux agents vasoconstricteurs que nous
avons observée pourrait expliquer ces observations. Des variations d’activité de
canaux ioniques pourraient étre a 'origine des effets fonctionnels observés (NGuYEN
et al., soumis) ;

— le réle nouveau de 'activation du MR dans différentes structures de I'ceil, avec
un effet bénéfique du blocage du RM ou déletere lors d’une administration d’aldo
ou une augmentation ciblée du RM.

Théme 2 : Réle de WNKI1 en physiopathologie cardiovasculaire et rénale

Membres : Sonia BErGava, Emilie Ewvira, Juliette HADCHOUEL,
Xavier JEUNEMAITRE, Reinette SAINT-ForT, Christelle SOukaseum,
Emmanuelle VipaL-PeTI10T, Xiao-ou ZHOU

Lhypertension hyperkaliémique familiale (HHF) est une forme rare d’hypertension
artérielle, autosomique dominante, associant hyperkaliémie, acidose métabolique
hyperchlorémique et fonction rénale normale (HADCHOUEL e al, 2006). Notre
groupe a contribué 2 l'identification de deux premiers génes responsables de la
maladie : WNKI et WNK4. Depuis, nous avons poursuivi la caractérisation des
isoformes rénale (KS-WNKI1) et ubiquitaire (L-WNKI1) du géne WNKI. Cette
derniére est exprimée dans I'ensemble du systéme cardiovasculaire (DELALOY, A7
J. Pathol., 2006) et une analyse fonctionnelle vasculaire montre une altération du
tonus myogénique d’une lignée de souris exprimant 50 % de L-WNKI1 (BerGava,
en préparation). Les mutations identifiées chez les patients HHF au locus WNKI
sont de grandes délétions de I'intron 1 (41 et 22 kb sur un intron qui en fait 60)
(DELavoy, Hypertension, 2005). La présence d’une délétion chevauchante dans une
nouvelle famille atteinte (BEAURAIN, en préparation) a confirmé 'importance d’une
région de 18 Kb dans I'intron 1 pour la régulation correcte de I'expression des
différentes isoformes de WNKI. Grice 4 un modele transgénique, nous avons
montré que la délétion de lintron 1 entraine une surexpression de L-WNKI et
KS-WNKI dans le néphron distal et une expression ectopique de KS-WNKI1
(Delaloy, Hypertension, 2008). Nous avons aussi montré que la régulation de
WNKI1 semble aussi conditionnée par un effet épigénétique par des miRNAs
exprimés dans le rein, miR192 en particulier (ELviRa-MATELOT, soumis). Nous
avons enfin un modéle d’inactivation de KS-WNKI1 dans le rein et nos résultats
préliminaires indiquent que, comme WINK4, cette isoforme joue un role important
dans la régulation du transport sodé au niveau du tubule distal (HapcHOUEL, en
préparation).
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