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Titre ldentification de nouvelles options thérapeutiques et de nouveaux margqueurs

diagnostiques dans I’Hyperaldostéronisme primaire

Résumé : L hyperaldostéronisme primaire [HAP] résulte d’une hypersécrétion d’aldostérone
d’origine surrénale. La compréhension de la pathogénie de cette maladie, dont la prévalence
est estimée a 10% de la population hypertendue, est essentielle pour le développement de
nouveaux outils diagnostiques et thérapeutiques. Dans ce contexte, ce travail de doctorat avait
pour but d’identifier de nouvelles orientations thérapeutiques en testant un inhibiteur de
I’aldostérone synthase et de rechercher de nouveaux marqueurs diagnostiques par 1’étude du
profil d’expression des microARN [miRs].

Dans une étude de phase Il, 14 patients présentant un HAP ont recu un inhibiteur de
I’aldostérone synthase : le LCI699 pendant 4 semaines. Nous avons ainsi pu montrer que le
LC1699 permet de diminuer les concentrations d’aldostérone de 70 a 80% et de normaliser la
kaliémie chez tous les patients. En revanche, il n’a qu’un effet modéré sur la pression
artérielle et sur 1I’élévation des concentrations de rénine, et n’est que partiellement sélectif
pour I’aldostérone synthase. De plus son efficacité est moindre que celle de 1’éplérénone,
antagoniste minéralocorticoide administré aux mémes patients au décours du LCI1699.

Nous avons ensuite étudié 1’expression de 754 miRs dans des adénomes produisant de
I’aldostérone [APA] et dans des surrénales contrdles. L’hypothése était qu’une dérégulation
de leur expression pouvait étre impliquée dans la tumorigénése et la surproduction
d’aldostérone. L’objectif secondaire était d’identifier des miRs utilisables en tant que
biomarqueurs.

Cette analyse par carte microfluidique a révélé que 27 miRs sont significativement sous
exprimeés dans les APA et un seul miR est surexprime. L’expression différentielle de deux de
ces miRs : miR 137 et miR 375 a pu étre confirmée dans une cohorte de validation de 36
APA: Des résultats préliminaires in vitro indiquent que le miR 375 pourrait induire une
diminution de la synthése d’aldostérone. Enfin, I’analyse de 1’expression de ces miRs dans le
plasma a permis de mettre en évidence une sous-expression du miR 375 chez les patients

atteints d’HAP en comparaison a des sujets sains.

En conclusion, le blocage de la biosynthése de I’aldostérone représente une nouvelle option
thérapeutiques, cependant il est nécessaire de développer une seconde génération de
molécules : plus puissantes et plus sélectives.

Les analyses effectuées sur les APA ouvrent de nouvelles perspectives pour I’identification de

nouveaux biomarqueurs tels que les miRs circulants.

Mots clés : Hyperaldostéronisme primaire- Adénome sécrétant de I’aldostérone- microARN-

Inhibiteur de I’aldostérone synthase- Dab2.



Title : Identification of new treatment and diagnostic options in Primary Aldosteronism

Abstract: Primary aldosteronism [PA] results from the hypersecretion of aldosterone by the
adrenals. Understanding the pathogenesis of the disease is essential for identifying new
diagnostic and therapeutic tools. In this context the purpose of my PHD was to investigate the
effects of an aldosterone synthase inhibitor and second to investigate new diagnostic options
by the extensive study of microRNA [miRNA].

In a phase Il clinical study, 14 patients with PA were administered an aldosterone
synthase inhibitor: LCI699. Four weeks of treatment lead to a 70 to 80% decrease in
aldosterone concentration, associated with the cure of hypokalemia. However, there was only
a mild effect on blood pressure and volemia (reflected by renin concentration). In addition,
these results demonstrated an incomplete selectivity of LCI699 for aldosterone synthase in
vivo, and showed that LCI699 is less potent than the blocker of the mineralocorticoid

receptor: eplerenone .

We also characterized the miRNA profile of Aldosterone producing adenomas [APA].
The hypothesis was that a dysregulation of the expression of miRNA could induce
tumorigenesis and increase the production of aldosterone. The secondary aim of the study was
to identify miRNA that could be measured in plasma as biomarkers. miRNA profiling of 754
miRNA using quantitative PCR Low Density array, revealed 28 miRNA whose expression
was significantly different in APA. The differential expression of two miRNA: miRNA 137
and miRNA 375 was confirmed in a validation cohort of 36 APA. Preliminary in vitro studies
showed that up-regulation of intracellular levels of miR 375 may reduce aldosterone secretion
in H295R cells. Lastly, circulating plasma levels of miR 375 are differentially expressed
between patients with PA and healthy volunteers.
In conclusion, the blocking of the aldosterone pathway in hypertensive patients is a novel
therapeutic option but second-generation drugs more potent and more selective of aldosterone
synthase are required. Profiling miRNA in APA offers new prospect for the development of

biomarkers, such as measuring circulating miRNA in plasma.

Keywords: Primary Aldosteronism, Aldosterone producing adenoma, microRNA,

aldosterone synthase inhibitor, Disabled 2
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INTRODUCTION



A. DEFINITION

L’Hyperaldostéronisme Primaire [HAP] est une affection due a la surproduction
d'aldostérone par la zone glomérulée de la surrénale. Elle se caractérise par 1’association d une
rétention de sodium et d’une excrétion urinaire de potassium accrue, ce qui se traduit au niveau
phénotypique par une hypertension artérielle [HTA] pouvant étre associée a une hypokaliémie.
Cette pathologie a été décrite pour la premiere fois par J. Conn (Conn, 1955) chez une patiente de
34 ans présentant une HTA sévere et une faiblesse des membres inférieurs. Il a ensuite établi que
I’HAP est caractérisé par la suppression de rénine dans le plasma (Conn, 1964). Des
recommandations internationales publiées en 2008, définissent ’'HAP comme une situation au
cours de laquelle la production d'aldostérone est anormalement elevée, relativement autonome du

systéme réenine-angiotensine, et non suppressible par la charge en sel (Funder, 2008).

B. LA SURRENALE

I.  Un peu d’histoire...

Les surrénales ont été décrites pour la premiere fois par Bartholomeo Eustacius il y a 450
ans. La zonation de la glande et I’existence de deux parties: le cortex et la médulla, ont été
décrits peu de temps apreés.(Stewart).

Toutefois ce n’est que bien plus tard que le role fonctionnel de la surrénale a été défini gréace a la
description de l'autopsie dans 11 cas de "maladie d'Addison™ par Thomas Addison en 1855. Un
an plus tard, Brown-Séquard démontrait que les glandes surrénales étaient des «organes essentiels
pour la vie» en effectuant des surrénalectomies bilatérales chez des mammiferes. En 1896,
William Osler administre un extrait de glandes surrénales a un patient atteint de maladie
d'Addison, un « exploit » répété par d'autres a la fois dans des études animales et humaines durant
les 40 années suivantes. C’est ainsi qu’entre 1937 et 1955, les hormones surrénales ont pu étre
isolées et leur structure définie. Ainsi, les percées notables ont été la découverte de la cortisone
ainsi que Il'évaluation cliniqgue de son effet anti-inflammatoire chez les patients atteints de
polyarthrite rhumatoide (Hench, 1949) et l'isolement de l'aldostérone (Simpson, 1952).

La surrénale adulte est une glande de structure pyramidale mesurant approximativement
2x5x1cm dans des conditions normales et pesant entre 2 et 7g. Elle est située au dessus du rein au

niveau postéro médial.



Il.  Embryologie

La surrénale se compose de deux parties distinctes aussi bien par leur origine
embryologique que par leur fonction :

> La médullosurrénale située au centre de la glande provient du neuroectoderme.
Elle est constituée de cellules chromaffines et comme les autres ganglions du
systeme sympathique, elle sécrete des catécholamines : de I’adrénaline, de la
noradrénaline et de la dopamine.

> Le cortex, lui, situé en périphérie, provient du mésoblaste.
L’ébauche corticale primitive provient de I’épithélium mésoblastique
juxtacoelomique. Vers la 5° semaine du développement, les cellules
mésoblastiques commencent a proliférer et envahissent le mésenchyme sous-
jacent. Elles vont conduire a la formation de deux zones aprés la 9° semaine: I’une
interne constituant le cortex foetal et 1’autre externe constituant le cortex
permanent. La morphologie du cortex reste relativement constante jusqu’a la 20°
semaine avec une prédominance de cortex feetal (qui représenterait 75% du
cortex). Par la suite une troisieme zone va se développer. La zone transitionnelle
située entre le cortex feetal et le cortex permanent pourrait sécréter du cortisol. A
partir de la 30° semaine, cette zone transitionnelle commencerait a prendre ’aspect
de la zone fasciculée, et le cortex définitif deviendrait la zone glomérulée (Tissier,
2007) (cf. Figure 1).

Plusieurs facteurs parmi lesquels SF1 (Steroidogenic Factor de type 1) et DAX1 (nuclear receptor
subfamily 0, group B, member 1) sont essentiels pour le développement et la différenciation du
cortex surrénal.

SF1 est un facteur de transcription qui régule ’expression de plusieurs genes responsables de la
stéroidogénese. Des études effectuées sur des embryons de souris montrent que SF1 est exprimé
avant que la surrénale n’acquiert un phénotype stéroidogénique. De plus les souris invalidées
pour le géne SF1 ont une agénésie compléte de la surrénale (Luo, 1994).

DAX1 est également un facteur de transcription. 1l est nécessaire au développement du cortex

définitif mais il semblerait qu’il ne soit pas li¢ au développement du cortex feetal (Keegan, 2002).



D’autres facteurs sont impliqués dans le développement du cortex surrénal parmi lesquels le géne
WT1, la voie Wnt/p Caténine, des facteurs de croissance (EGF, IGF1...) ainsi que des hormones

(ACTH, HCG, (Estrogenes placentaires...) (Mesiano, 1997).

Adrenogonadal
% .
Urogenital Ridge Primordium Adrenal
(Mesoderm) Primordium
T Fetal Adrenal
8wks I)L{/:IIIIII\'(’ zone
4wks 9wk Fetal zone
'WES Medulla
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— Definitive zone
Transitional zone
Fetal zone

6yrs

- 2G

Birth

g 6mo
ZF .
ZR Eig ZG

Adult Adrenal ZF
(after Adrenarche) Adult Adrenal

Figure 1: Schéma du développement du cortex de la surrénale. D’aprés (Kempna, 2008)

Le cortex surrenal provient du mésoderme, tout comme le reste du tractus urogénital. Apres 9
semaines de gestation, le cortex surrénal se sépare en cortex définitif et en cortex fetal. A 20
semaines, une zone transitionnelle apparait. A la naissance, le cortex feetal régresse pour former
la surrénale adulte. A 6 mois, le cortex surrénal est composé de deux zones : la zone glomérulée

et la zone fasciculée. La zone réticulée n’apparait elle que bien plus tard, vers l’dge de 6 ans.

Les mécanismes a 1’origine de la zonation du cortex surrénal ne sont pas encore élucidés. Il est
cependant accepté que la zone fasciculée et la zone glomérulée se développent au cours de la

gestation alors que la zone réticulée n’apparait que beaucoup plus tard, vers 1’age de 6 ans.

I1l.  Histologie

Ces trois zones ont des fonctions distinctes: la zone glomérulée est le lieu de la
biosynthése des minéralocorticoides, la zone fasciculée des glucocorticoides et la zone réticulée
des androgenes (Kempn4, 2008).

Des colorations histologiques standards (en Hématoxyline-Eosine-Safran) permettent de

différencier ces trois couches de cellules (cf. Figure 2) :



> la zone glomérulée est constituée de cellules claires de petite taille organisées de maniére
concentrique. Elle est située en périphérie de la glande juste au dessous de la capsule et
représente environ 15% du cortex surrénal.

> la zone fasciculée est constituée de larges cellules claires organisées en réseau. Elle
représente 75% du cortex surrénal.

> la zone réticulée est constituée de cellules éosinophiles ou compactes de petite taille. Elle
est située au contact de la medulla.

Zone
. Glomérulée

! Zone
Fasciculée

Cortex
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: D Réticulée
. v Sh ok ‘ = Medulla

Figure 2: Coloration Hématoxyline Eosine Safran d’une surrénale humaine normale.

Sur [’agrandissement on peut visualiser la médulla, ainsi que les 3 zones du cortex : la zone

glomérulée, la zone fasciculée et la zone reéticulée.

C. PHYSIOLOGIE

I. Biosynthese de I’aldostérone

Chez les mammifeéres, dont 1’homme, la production d’aldostérone provient
essentiellement de la zone glomérulée de la surrénale (Hattangady, 2012). L’aldostérone est
synthétisée lors d’une cascade enzymatique qui met en jeu trois cytochromes P450 différents et

une hydroxystéroide déshydrogénase (cf. Figure 3).

Comme toutes les hormones stéroides, les cellules de la glomérulée utilisent le cholestérol
comme précurseur de la stéroidogénése. Celui ci peut provenir de différentes sources:

- ’endocytose des LDL circulants et leur stockage dans les endosomes

- la synthese de novo a partir d’esters de cholestérol dans le réticulum endoplasmique.
Ce cholestérol libre est transporté a l’intérieur de la mitochondrie par la protéine StAR

(Steroidogenic acute Regulatory Protein). Cette premiere étape constitue une étape clé de la



régulation de la biosynthése de 1’aldostérone comme nous I’aborderons dans le paragraphe

suivant. Cette protéine est régulée au niveau transcriptionnel et post traductionnel (Manna, 2009)

Cholestérol
CYP11Al1 CYP17
v 17 o hydroxylase o 17,20 lyase  « -~ -
Prégnenolone — L .17 hydroxyprégnénolone ——— Dehydroepiandrosterone
3 Bhydroxystéroide 3 f hydroxystéroide
Déshdrogénase Déshyfrogénase
‘ 17 o hydraxylase v 17,20 lyase y

Progestérone ————=17 Hydroxyprogestérone ——— A\ndrosténedione

21 Bhydroxylase CVYP21 21 Bhydroxylase
3 v v
11Deoxycorticostérone 11 Déoxycortisol Testostérone
11 Bhydroxylase 11 Bhydroxylase 0
CYP11B1 g
C dyp11B2 _ 7. Voo
Corticostérone Cortisol Oestradiol

l 18 hydroxylase
18 Hydroxycorticostérone
l 18 oxydase

Aldostérone

Figure 3: Biosynthése des hormones stéroides dans le cortex surrénal.

La zone glomérulée est représentée en bleu, la zone fasciculée en beige et la zone réticulée en

rose

La premiére réaction de la stéroidogénese est la conversion du cholestérol en
prégnénolone, catalysée par I'enzyme P450scc (side chain clivage). Cette enzyme, codée par le
gene CYP11A1l situé sur le chromosome 15 (Lieberman, 2001), clive la chaine latérale du
cholestérol en 3 réactions (une 20a-hydroxylation, une 22-hydroxylation et la coupure de la
liaison entre C-20 et C-22). La prégnénolone est alors relarguée dans le cytosol ou elle est
convertie en progestérone par deshydrogénation du groupe 3p-hydroxyl et par isomérisation de la
double liaison en C-5 par la 3B-déshydrogénase, localisée a la membrane du réticulum

endoplasmique lisse.



La progestérone est ensuite 21-hydroxylée par I'enzyme 21-hydroxylase, codée par le gene
CYP21A, localisée a la surface du réticulum endoplasmique lisse pour produire la 11-
déoxycorticostérone [DOC] (Shinzawa, 1988). La conversion de la DOC en aldostérone se fait
ensuite par trois réactions enzymatiques consécutives : une 11p-hydroxylation de la DOC pour
former la corticostérone, une 18-hydroxylation menant a la 18-hydroxycorticostérone (18-OH-B)
et enfin une 18-méthyloxidation pour la production d'aldostérone (cf.

Figure 4). Ces réactions enzymatiques sont catalysées par l'aldostérone synthase [AS], localisée
au niveau de la membrane interne mitochondriale, codee par le géne CYP11B2 (cytochrome

P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2).

21 OH

0 20 0

Figure 4: Structure de I’aldostérone.
L’aldostérone est le 11, 21 dihydroxy, 18 alprégn-4-ene, 3, 20 dione.

L’existence d’une sécrétion extrasurrénale d’aldostérone, notamment par le ceeur et les vaisseaux

est toujours controversée et ne sera pas abordeée ici (McCurley, 2012).

Il.  Régulation de la biosynthése d’aldostérone.

La biosynthése de 1’aldostérone se produit de fagon spécifique dans les cellules de la glomérulée
grace a différents facteurs :

» L’expression sélective de I’AS dans la glomérulée. Cette premiére régulation limite la

syntheése d’aldostérone a une zone relativement fine du cortex de la surrénale. En effet,



deux études récentes dont I'une de notre groupe ont montré que dans la surrénale
humaine, la zone glomérulée est discontinue (Boulkroun, 2010; Nishimoto, 2010). Ce
phénoméne pourrait étre dd a une alimentation trop riche en sel de la population
générale induisant un rétrocontrble négatif sur le systeme rénine-angiotensine
(Hattangady, 2012).

> L’absence d’expression de la 11 B hydroxylase codée par CYP11B1 (cytochrome
P450, family 11, subfamily B, polypeptide 1) dans la zone glomérulée est le second
¢lément clé de la spécificité de la localisation de la biosyntheése de 1’aldostérone. En
effet, la 11 B hydroxylase, exprimée au niveau des zones fasciculées et réticulées, est
responsable de la conversion du 11 désoxycortisol en cortisol, mais peut également
convertir la 11 deoxycorticostérone en corticostérone.

» L’absence d’expression de la 17 o hydroxylase, codée par CYP17, qui permet la
conversion de la prégnenolone en 17 o pregnénolone, précurseur de la synthese du
cortisol et des androgenes, est un autre élément conduisant a la spécificité de la
biosynthése de 1’aldostérone par la zone glomérulée.(Narasaka, 2001).

» Enfin, le flux sanguin dans le cortex surrénal est centripete. Ainsi les précurseurs de
I’aldostérone, synthétisés dans la zone fasciculée, ne peuvent accéder a CYP11B2
exprimeé dans la zone glomérulée, ce qui maintient la spécificité fonctionnelle des trois

couches du cortex surrénal (Hattangady, 2012).

2. Régulation de la biosynthese

La régulation de la synthése d’aldostérone suite & un stimulus est divisée en deux événements

clés dans la stéroidogenese (Hattangady, 2012) :

> En aigu, quelques minutes aprés le stimulus, la production d’aldosterone est reguléee
par le transfert du cholestérol dans la mitochondrie ou il est converti en prégnénolone.
Cette étape, appelée « étape de régulation précoce », est due a une augmentation de
I’expression et de la phosphorylation de la protéine StAR (Manna, 2003).

> En chronique (de quelques heures & quelques jours), la production d’aldostérone est
régulée au niveau des enzymes impliquées dans la synthése d’aldostérone, et tout
particulierement CYP11B2 (Bassett, 2004).



In vitro, de nombreux stimuli de la production d’aldostérone ont été rapportés (Spat, 2004) parmi

lesquels : 1’acétylcholine, I’angiotensine II, I’ ACTH, les endorphines, ’endothéline, le potassium,

la sérotonine, la parathormone, la noradrénaline, la prolactine, les prostaglandines...

En conditions physiologiques, le controle de la production d’aldostérone met en jeu différentes

voies (cf. Figure 7) :

>

une régulation endocrine par des facteurs circulants tels que I’angiotensine II et le
potassium

une régulation paracrine mettant en jeu des facteurs sécrétés par les cellules
chromaffines (adrénaline, noradrénaline, ACTH, VIP....) ou les cellules du systeme
immunitaire (Interleukine 1, Interleukine 6, sérotonine...)

une régulation autocrine par des facteurs de croissance (IGF, EGF, FGF, TGF B)

Réqulation endocrine

» Le Systeme Rénine-Angiotensine

L’angiotensine II est I’octapeptide effecteur du systéeme rénine-angiotensine-aldostérone. C’est

par ce biais que 1’aldostérone est régulée par la rénine de facon indirecte.

Différents stimuli contribuent a la libération de rénine :

» une baisse de la pression de perfusion rénale détectée directement par les

barorécepteurs intra-rénaux ; ce qui induit une diminution de la concentration
intracellulaire de calcium et une augmentation de la sécrétion de rénine. Inversement,
une augmentation de la pression de perfusion rénale inhibe la sécrétion de rénine.

une variation de la charge sodée de la macula densa.

une stimulation du systeme sympathique : les cellules juxtaglomérulaires sont
innervées par des fibres nerveuses sympathiques. L'activation des nerfs rénaux
sympathiques et la stimulation des récepteurs B-adrénergiques augmentent la sécrétion
de rénine (King, 1993).

La rénine synthétisée par les cellules juxtaglomérulaires rénales clive 1’angiotensinogene, .-

globuline synthétisée par le foie en angiotensine |. L'angiotensine I, décapeptide inactif, est

ensuite clivée essentiellement par I'enzyme de conversion de l'angiotensine endothéliale et



circulante pour étre convertie en angiotensine Il (cf. Figure 5). D’autres enzymes peuvent aussi
convertir I’angiotensine I en angiotensine II mais a un moindre niveau.

L’angiotensine II se fixe a son récepteur AT1, activant plusieurs voies de signalisation parmi
lesquelles la voie calcique, la voie de la famille des src des tyrosines kinases et la voie de la 12-
lipooxygénase (Bassett, 2004).

La liaison de I'angiotensine 11 a son récepteur induit une augmentation de la production d’inositol
1, 4,5-triphosphate [IP3] par I’activation de la phospholipase C. L’IP3 se lie a son récepteur situé
au niveau du réticulum endoplasmique, ce qui entraine un relargage des stocks intracellulaires de
calcium et donc une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium.

L’angiotensine II entraine également I’inhibition des canaux potassiques TASK (Twik acid-
sensitive K channel) conduisant ainsi a une dépolarisation de la cellule, ce qui a pour
conséquence ’activation de canaux calciques voltage dépendants de type L et T et I’entrée de

calcium dans la cellule (Spat, 2004).
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Figure 5: Systeme rénine angiotensine aldostérone

La rénine, synthétisée par les cellules juxtaglomérulaires rénales, clive [’angiotensinogéne en
angiotensine 1. Ensuite |’angiotensine [ est prise en charge par [’enzyme de conversion de
[’angiotensine (ou d’autres enzymes telles la chymase) pour étre convertie en angiotensine II.

L’angiotensine Il induit alors la production d’aldostérone par la surrénale.



> Le potassium
Des études in vivo chez des souris invalidées pour différents génes du systéme rénine
angiotensine ont montré que le potassium peut se substituer a I’angiotensine II, stimuler
I’expression de CYP11B2 et augmenter ainsi la production d’aldostérone (Chen, 1997; Okubo,
1997).
In vitro, le traitement par potassium de cellules H295R (lignée cellulaire humaine dérivée du
cortex surrénal) ou sur des cultures primaires de cellules de cortex surrénal de rat induit une
augmentation de I’expression de CYP11B2 tant au niveau messager que protéique (Denner, 1996;
Yagci, 1996).
Dans les cellules de la zone glomérulée, la signalisation potassique consiste en une dépolarisation
de la membrane induisant une entrée massive de calcium dans la cellule par des canaux de type T
et L.
Le rOle du potassium dans la regulation de la biosynthése de I’aldostérone a été souligné

récemment par 1’étude de I’invalidation des canaux TASK comme nous le verrons plus loin.

L’activation de 1a voie Calcigue

Suite a une stimulation par le potassium ou I’angiotensine II, la concentration intracellulaire en
calcium se trouve fortement augmentée, ce qui entraine toute une cascade de signalisation. Le
calcium se lie a la calmoduline. 1l permet ainsi I’activation des protéines kinases
calcium/calmoduline dépendantes (CaM Kinases) qui vont phosphoryler et ainsi activer des
facteurs de transcription spécifiques ainsi que la CRE binding protein [CREB] (Spat, 2004).

Les principaux facteurs de transcription activés par cette voie sont NURR1 (Nuclear receptor
related 1 protein), NGF1B (Nerve Growth Factor 1), ATF-1 et CREB (Clyne, Zhang et al. 1997).
Les complexes ATF-1/CREB et NGFIB/NURRL1 activent la transcription de CYP11B2 en se liant
aux éléments en cis du géene CYP11B2 : NBRE-1, Ad4, Ad5 et CRE. Cette augmentation de
I'ARN messager [ARNm] de CYP11B2 détermine directement la capacité de la zone glomérulée
a produire l'aldostérone. (cf. Figure 6).

Le site NBRE-1 est un site spécifique de liaison pour les protéines de la famille de NGF1B parmi
lesquels NGF1B et NURR1.

L’¢lément de réponse Ad5 est reconnu par les protéines SF1 et COUP-TF (COUP transcription
factor 2), alors que Ad 4 est spécifique de SF1. Comme vu précédemment, SF1 est un facteur de
transcription impliquée dans la stéroidogénése cependant il n’est régulé ni par I’angiotensine II, ni

par la kaliémie. Son répresseur DAX1 n’est pas reconnu directement par les éléments de réponse



situés en 5> du geéne CYP11B2 et agit donc indirectement sur la production d’aldostérone

(Bassett, 2004).
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Figure 6: Modele simplifié de I’action de I’angiotensine II et du potassium sur la
transcription de CYP11B2. Adapté de (Bandulik, 2010)

L’angiotensine II et ['hyperkaliémie entrainent une dépolarisation de la cellule conduisant a un
influx de calcium intracellulaire. Ce calcium se lie a la calmoduline qui active les protéines
kinases calmodulines. Celles-ci activent des facteurs de transcription parmi lesquels NURR1,
NGF1B, ATF1, CREB qui se lient a des éléments de réponse du promoteur de CYP11B2 et

activent ainsi la transcription de I’AS.

Réqulation paracrine

La régulation paracrine fait intervenir des signaux, ou transmetteurs provenant des cellules se
trouvant a proximité. Différents facteurs ont été décrits, I’adrénaline, la noradrénaline, I’arginine

vasopressine.... Nous nous intéresserons plus particulierement a la sérotonine et a I’ACTH.

» La sérotonine

La sérotonine, encore appelée 5 hydroxytyramine (5HT) est un neuromédiateur impliqué dans le
systéeme nerveux central. Elle peut aussi se comporter comme une hormone et avoir une action
paracrine. Ainsi dans le cortex surrénal, la sérotonine libérée par les mastocytes, se lie a son

récepteur 5SHT4 exprimé par les cellules de la glomérulée ce qui stimule I’adénylcyclase et



I’influx intracellulaire de calcium conduisant a la production d’aldostérone et de cortisol
(Lefebvre, 2001). 11 a été montré que cet effet prédomine sur la production d’aldostérone et que
des agonistes du récepteur 5 HT4 peuvent stimuler la production d’aldostérone in vitro (Lefebvre,
1993).

Pwnts SN
accumulation

v
cres®)

/Calmodulin 2
NURRY

NGF1B(P) @ O HoL

Scavenger
receptor B1
/' (sR-B1)

ATP  cAMP/

/'MC2-R, LHR, 5-HT4

Figure 7: Schéma de la biosynthése de I’aldostérone dans une cellule glomérulée. D’apres
(Zennaro, 2012).

L’angiotensine II et le potassium vont entrainer un influx de calcium en intracellulaire ce qui
conduit a la phosphorylation des facteurs CREB, NURR1 et NGF1B.

La sérotonine et I’ACTH agissent via la voie de I’AMP cyclique, ce qui conduit a une
augmentation de la phosphorylation de CREB. Ces facteurs de transcription vont alors se fixer
sur les éléments de réponse spécifiques situés au niveau du promoteur de CYP11B2 et induire

une augmentation de son expression, ainsi que la biosynthése d’aldostérone.



» L’ACTH

Le role de ’ACTH dans la transcription de CYP11B2 et dans production d’aldostérone semble
secondaire. En effet, chez des souris qui ont subi une inactivation des cellules hypophysaires
corticotropes, I’activité CYP11B2 peut étre maintenue avec de tres faibles quantités d’ACTH, ce
qui n’est pas le cas pour CYP11B1 (Allen, 1995). De plus bien que ’ACTH augmente la
production d’aldostérone en aigu aussi bien in vivo que in vitro, I’administration en chronique
d'ACTH diminue I’expression de CYP11B2 et la production d’aldostérone dans les modéles
animaux (Bassett, 2004). Les mécanismes en cause ne sont pas encore clairement élucidés.
L’ACTH induit une augmentation de I’AMP cyclique qui inhiberait I’expression des récepteurs

de ’angiotensine II au niveau des cellules de la glomérulée (Bird, 1994).

La régulation autocrine

La régulation autocrine (par la cellule elle-méme) de la biosynthése de 1’aldostérone est plus
marginale. Elle fait intervenir notamment des facteurs de croissance (IGF, EGF, FGF, TGF )

ainsi que des interleukines.

. Action de I’aldostérone

L’aldostérone exerce ses effets sur de nombreux tissus. Ses cibles classiques sont les
tissus épithéliaux comme le rein, le colon, les glandes salivaires et les glandes sudoripares. Il a
¢té montré plus récemment que I’aldostérone peut exercer des effets sur d’autres tissus comme le

cceur et les vaisseaux.

1. Effets Génomiques

Classiquement les effets de 1’aldostérone sont médiés par le récepteur minéralocorticoide [MR].
Il appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires.

En présence d’aldostérone, le MR change de conformation, se dimeérise puis est transloqué dans
le noyau de la cellule. Il se lie alors a des séquences spécifiques appelées Hormone response
element (HRE) présents au niveau des régions promotrices des genes cibles de I’aldostérone

conduisant I’activation ou a la répression de la transcription de ces génes.



L’action principale de I’aldostérone est la régulation de la balance hydrosodée, du métabolisme
du potassium, et de la pression artérielle [PA] en agissant sur les transports ioniques
essentiellement au niveau rénal (le tubule contourné distal, le tube connecteur distal et le canal
collecteur). Dans ces tissus epithéliaux cibles, le MR est co-exprimé avec une enzyme, la 11
hydrostéroide déshydrogénase de type 2 [11B-HSD2] qui assure la sélectivité minéralocorticoide
en transformant le cortisol en cortisone qui ne se lie pas au MR.

Dans ces tissus, 1’aldostérone stimule en particulier la réabsorption de sodium et I’excrétion de
potassium en impliquant deux transporteurs membranaires: le canal épithélial a sodium sensible a
1’ Amiloride [ENaC], localisé a la membrane apicale des cellules épithéliales, et la pompe Na*/K*
ATPase, localisée a la membrane basolatérale (Rogerson, 2004). En plus de ses effets directs sur
l'expression des transporteurs, 1’aldostérone stimule également l'activation de cascades de

signalisation qui modulent l'activité de ces transporteurs.

Les principaux génes cibles de 1’aldostérone codent pour des protéines impliquées dans le
transport transépithélial du sodium, y compris ENaC et la Na'/K* ATPase (Stockand, 2002) et
pour des proteines capables de réguler I’activité de ces canaux. En effet le canal ENaC constitue
une étape limitante de la réabsorption sodée (cf. Figure 8). Son expression est donc finement

régulée.

» sgkl : stimule l'activité d'ENaC en phosphorylant une ubiquitine-ligase, Nedd4-2, ce
qui réduit l'ubiquitination du canal qui n’est alors plus internalisé ni dégradé par le
proteasome (Bhalla, 2008).

» Gilz : protéine« leucine zipper » induite par les glucocorticoides agit, en paralléle de
sgkl, pour augmenter la localisation d’ENaC a la membrane plasmique par I'inhibition
de la voie ERK (Soundararajan, 2005).

> NDRG2 “N-Myc Downstream regulated gene 2 participerait a I’augmentation de
I'expression de la sous-unité o du canal et pourrait agir de fagcon additive a l'effet
stimulateur de sgk1 (Boulkroun, 2002)

» Ki-ras Kirsten Ras GTP-binding protein 2A est un géne induit par ’aldostérone qui,
grace a la stimulation de la PI3 Kinase, favorise la probabilité d’ouverture du canal
ENaC (Staruschenko, 2004).Ki-ras est principalement exprimé dans le colon et peu

exprimé dans le rein.
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2. Effets non génomiques

L’aldostérone a également des effets non génomiques, c'est-a-dire ne passant pas par la
transcription de genes, médiés ou non par le MR. Ces effets ont lieu dans les minutes, voire dans
les secondes, qui suivent le traitement a I’hormone, et ne sont pas affectés par des antagonistes
du MR (Thomas, 2011). De plus ces effets ne sont pas bloqués par I’actinomycine D, agent
intercalant de I’ADN qui inhibe la transcription des ARN messagers (Funder, 2005).

Par exemple un travail récent de Gros et collaborateurs. a montré I’action rapide de 1’aldostérone
dans les cellules musculaires lisses via un récepteur orphelin couplé aux protéines G : le GPR30
(Gros, 2011). En effet, 1’aldostérone induit I’apoptose de cellules de 1’endothélium vasculaire.
Ces effets ne sont inhibés que partiellement par les antagonistes minéralocorticoides.

Il a également été montré que I’aldostérone diminue la contractilit¢ des trabécules dans
loreillette et le ventricule, et potentialise la réponse contractile des arteres coronaires a

I’angiotensine II. Ces effets ne sont pas inhibés par les antagonistes du MR (Chai, 2005).

D. PATHOPHYSIOLOGIE

L’importance de la régulation de 1’aldostérone est illustrée par la finesse de la régulation
de sa biosynthése. Cependant dans certains cas, une ou les deux surrénales peuvent
s’autonomiser. Elles ne répondent alors plus ou tout du moins que partiellement aux facteurs de
régulation vu plus haut. Cet HAP (défini page 13) se caractérise par des anomalies dans la
régulation de la volémie, et de la kaliémie. De plus 1’aldostérone en excés va également avoir des

effets déléteres sur le systeme cardiovasculaire.

Il existe différentes formes d’HAP : unilatérale (Adénome produisant de I’aldostérone [APA],
hyperplasie unilatérale des surrénales) et bilatérales (Hyperplasie bilatérale des surrénales), des
formes familiales et sporadiques...Cette multiplicité des phénotypes de la pathologie se refléte au

niveau physiopathologique avec plusieurs mécanismes impliqués.



|. Role des canaux potassiques

1. La dépolarisation de la cellule glomérulée

En général, le potentiel de membrane cellulaire dépend des potentiels d'équilibre et des
conductances des différents ions. La cellule glomérulée est le type cellulaire le plus sensible aux
concentrations de potassium extracellulaire. Elle a un potentiel de membrane hyperpolarise,
proche du potentiel d’équilibre du potassium. Ceci est du a une conductance tres élevée aux ions
K" par rapport aux autres ions (comme le chlore, le sodium ou le calcium). Par conséquent, le
potentiel de membrane des cellules glomérulées, qui est de - 80 mV en condition de repos, suit de
prés le potentiel d'équilibre du K*, ce qui permet la détection des moindres variations du
potassium plasmatique (Guagliardo, 2012). Cette propriété fait des cellules de la zone glomérulée
des senseurs extrémement sensibles des modifications de la concentration extracellulaire en
potassium. Ainsi des modifications de quelques dizaines de mmol de la concentration de
potassium vont avoir un effet sur la synthése d’aldostérone (Spat, 2004). L hyperkaliémie ou
I’inhibition de la conductance potassique par 1’All induisent une dépolarization de la membrane,
suivie de ’ouverture de canaux calciques voltage-dépendants. Ainsi, la dépolarization est traduite
en un signal calcique aboutissant a 1’augmentation de la synthése d’aldostérone. Parmi les
différents canaux potassiques, le réle fonctionnel des canaux TASK et des canaux potassiques a
rectification entrante Kir, activés par les protéines G, a été recemment mis en évidence dans des

modeles animaux et chez ’homme.

2. Le canal Kir 3.4

Grace au séquencage de ’exome de 4 APA de patients présentant un HAP, 1’équipe de Lifton a
identifié des mutations somatiques situées sur le géne KCNJ5 dans 2 tumeurs (Choi, 2011). Le
séquencage de 18 tumeurs supplémentaires a confirmé la présence de mutations somatiques sur le
gene KCNJ5 chez 6 patients. Deux mutations faux-sens ont été identifiées chez ces patients : la
substitution d’une Leucine par une Arginine en position 168 (L168R) et celle d’une Glycine en
Arginine en position 151 (G151R). Ces mutations trés proches sont situées dans une région de la

protéine responsable de la sélectivité du canal Kir3.4.



Par la suite, d’autres mutations ont été identifiées :

- E 145Q: Acide Glutamique en Glutamine en position 145 (Akerstrom, 2012)

- dell157 : la délétion de I’isoleucine en 157 (Azizan, 2012). Cette mutation a la
particularité de ne pas étre une mutation faux-sens. Il s’agit d’une délétion de 3 paires de bases,

n’entrainant donc pas de décalage du cadre de lecture.

Toutes ces mutations, localisées dans la méme région de la protéine, agissent sur la sélectivité du
canal Kir 3.4. En effet Choi et collaborateurs ont montré que ces mutations conduisent a une
perte de sélectivité du canal, qui devient ainsi perméable au sodium. Les auteurs émettent alors
I’hypothese suivante : Dentrée du sodium dans la cellule induirait une dépolarisation
membranaire, ce qui permettrait I’ouverture des canaux calciques voltage dépendants, I’activation

des voies de signalisation calciques et la production d’aldostérone (Choi, 2011) (cf. Figure 9).
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Figure 9: Mode d’action des mutations de KCNJ5 conduisant a la production
d’aldostérone. D’aprés (Choi, 2011)

A : Cellule de la glomérulée en absence de stimulation. La membrane est hyperpolarisée, et il n'y
a donc pas de production d’aldostérone.

B : en présence d’angiotensine Il ou d’une augmentation de la concentration extracellulaire en
potassium, la dépolarisation de la membrane induit un influx de calcium intracellulaire, ce qui
active la production d’aldostérone et stimule la prolifération cellulaire.

C : En présence d’une mutation, le canal Kir 3.4 devient perméable au Sodium, il s’en suit une

dépolarisation chronique de la membrane conduisant a une surproduction d’aldostérone.



Le lien entre la présence d’une mutation sur le géne KCNJ5 et la production d’aldostérone
a été clairement établi par Oki et collaborateurs dans un modéle cellulaire dérivé des H295R
(Oki, 2012). La surexpression du mutant T158A résulte en une augmentation de la production
d’aldostérone d’un facteur supérieur a 5.

A contrario, I’effet de ces différentes mutations sur KCNJ5 sur la prolifération cellulaire

reste controversé. In vivo, la présence d’une mutation sur le géne KCNJ5 au niveau germinal
s’accompagne d’une hyperplasie des surrénales (Choi, 2011; Charmandari, 2012). Et certaines
séries ont montré que les APA ont une taille plus importante lorsqu’ils sont porteurs de la
mutation somatique (Akerstrom, 2012; Azizan, 2012).
Cependant ces résultats ne sont pas confirmés in vitro. En effet, la surexpression du mutant
T158A induit une diminution de la prolifération cellulaire de 25% comparée aux cellules
controles (Oki, 2012). Dans une autre étude, la surexpression du mutant G151E conduit a la mort
cellulaire en 36 heures, probablement en raison des influx massifs de sodium dans les cellules
(Scholl, 2012).

La decouverte des mutations dans le gene KCNJ5 constitue une avancée majeure dans la
compréhension de ’HAP sporadique. Dans le cadre du réseau ENS@T, le Dr Zennaro a
coordonné une large étude afin de déterminer la prévalence des mutations KCNJ5 dans 380 APA.
Nous avons ainsi pu montrer que 34% des patients opérés d’un APA ¢étaient porteurs d’une
mutation somatique (cf. Annexe 6). Aucune mutation n’a été identifiée ni dans d’autres types de
tumeurs surrénales (adénomes produisant du cortisol), ni dans le cortex adjacent au nodule pour
les patients opérés. De plus aucune mutation germinale n’a été identifiée chez 518 patients
atteints d’HAP secondaire a un APA ou a une hyperplasie bilatérale des surrénales. Les
corrélations génotype-phénotype ont montré que les mutations sont plus fréquentes chez les
patients jeunes, de sexe féminin, avec des concentrations d’aldostérone préopératoires plus
élevées. Cependant aucun lien n’a été identifié¢ entre la présence d’une mutation germinale et

I’issue post opératoire.



Depuis d’autres études ont été publiées avec une prévalence de mutation somatique
oscillant entre 34 et 65% (cf. Tableau 1).

Série Nombre de tumeurs Nombre de Prévalence de la
dans la cohorte tumeurs mutées mutation (%)
(Akerstrom, 2012) 351 136 47
(Boulkroun, 2012) 380 129 34
(Choi, 2011) 22 8 36
(Azizan, 2012) 73 30 41
(Monticone, 2012) 47 18 38
(Taguchi, 2012) 23 15 65

Tableau 1: Résumé de la prévalence des mutations somatiques KCNJ5 dans les APA

Les corrélations génotype/phénotype de ces différentes études confirment le lien entre la
prévalence de mutations somatiques et le sexe (Boulkroun, 2002; Akerstrom, 2012), ainsi que
celui avec I’dge (Akerstrom, 2012; Azizan, 2012; Boulkroun, 2012). De plus elle montre
également un lien avec la taille de la tumeur (les APA mutés seraient plus gros que les APA non
mutés (Akerstrom, 2012; Azizan, 2012)).

L’identification de mutations somatiques sur le géne KCNJ5 a constitué une avancée
majeure dans la compréhension de la pathogénése de 'HAP en raison de la prévalence de ces
mutations. Cependant I’importance de 1’implication des canaux potassiques dans la pathogénie de
I’HAP avait déja été montrée par ’analyse de modeles animaux invalidés pour d’autres canaux

potassiques, notamment les canaux TASK.

3. Autres canaux potassiques.

D’autres canaux potassiques sont impliqués dans ’HAP : les TWIK-related acid sensitive
potassium channels ou canaux TASK et les canaux potassiques calcium dépendants de grande
conductance [BK]. Ces canaux sont exprimés dans le cortex surrénal et sont essentiels pour le
maintien de la polarité des cellules de la glomérulée (Bandulik, 2010). Le rdle de ces canaux

TASK et BK a été mis en évidence par le biais de modeles animaux.



Les canaux TASK

Des modeles murins invalidés pour les genes KCNK3 et KCNK9 codant respectivement pour les
canaux TASK 1 et TASK3, ayant un niveau d’expression important dans les surrénales, ont été

étudiés.

Les souris femelles invalidées pour le géne TASK1 (appelées TASK1”) présentent un
hyperaldostéronisme indépendant de I’apport sod¢, associ€¢ a une hypokaliémie, une diminution
des concentrations de rénine et une HTA. Des études d’immunofluorescence ont montré que
CYP11B2 est exprimé dans les cellules de la zone fasciculée. Cette anomalie de la zonation de la
surrénale, ne s’accompagne pas d’anomalie de sécrétion du cortisol. Cependant les anomalies
observées sur la PA, les taux d’aldostérone, de rénine... sont réversibles apres I’administration de

Dexamethasone, ce qui peut suggérer que ’expression de CYP11B2 est dépendante de I’ACTH.

De facon surprenante, ce phénotype observe chez les souris males avant la puberté n’est plus
présent chez les souris males adultes. Différentes expériences (étude de souris avant la puberte,
castration des souris males, administration de testostérone a des souris femelles), ont permis de

conclure a un réle « protecteur » des androgénes (Heitzmann, 2008).

De plus I’é¢tude de I’expression d’un autre canal potassique, le canal KCNK9 (codé par le géne
TASK3) connu pour interagir avec KCNK3 a été étudié chez les souris TASK1™. Il est alors
apparu que 1’expression de TASK3 est augmentée chez les souris méles adultes (qu’elles soient
porteuses d’une mutation sur le canal KCNK3 ou non) par rapport aux souris femelles et aux
souris étudiées avant la puberté.

Une modification de D’expression du canal TASK3 pourrait donc avoir un réle dans les

différences de phénotype observées en fonction du sexe.

Un modele de souris males invalidées pour les deux génes TASK1 et TASK3 a été étudié
secondairement (Davies, 2008). Ces souris appelées TASK™ sont viables et n’ont pas de trouble
du comportement.

Au niveau de leur phénotype, ces souris présentent une hypokaliémie modérée associée a une
élévation de la PA. Les dosages hormonaux montrent une élévation des concentrations

d’aldostérone plasmatique avec diminution des concentrations de rénine quel que soit le régime.



On note également que la sécrétion d’aldostérone n’est pas suppressible, ni par un apport sodé
important, ni par un traitement par le Candesartan (antagoniste du récepteur AT1 de
’angiotensine II).

La zonation du cortex surrénal des souris males TASK” ne semble pas altérée ni au niveau
histologique, ni au niveau fonctionnel (CYP11B1 est exprimé dans les zones fasciculée et

réticulée, et CYP11B2 dans la zone glomeérulée).

Ces résultats sont confirmés par 1’étude de souris invalidées exclusivement pour le gene TASK3
(appelées TASK3™) (Guagliardo, 2012; Penton, 2012). Ces souris males présentent une HTA
associée a une ¢lévation des concentrations d’aldostérone et une diminution des concentrations de
rénine. Cependant ce phénotype s’apparente davantage a une HTA a rénine basse qu’a un HAP
en raison de la persistance de la régulation de 1’aldostérone par le systeme rénine angiotensine, en
régime normosodé et pauvre en sel, et de I’amplitude des anomalies hormonales et tensionnelles

qui sont moins séveres que celles des souris invalidées pour les génes TASK1 et TASKS.

Ainsi ces modeles de souris ont permis de montrer I’implication des canaux potassiques dans la
production d’aldostérone, ainsi que dans la zonation de la surrénale. TASK1 serait
essentiellement impliqué dans la zonation de I’expression de I’aldostérone synthase. TASK3
quant a lui est impliqué dans le contréle du potentiel membranaire de repos.

Malgré ces données fort prometteuses dans les modeles murins, aucune mutation sur les genes
TASK1 et TASK3 n’a ¢été identifiée a ce jour ni en somatique, ni en germinal chez des patients

présentant un HAP (Boulkroun; Choi, 2011).
Le canal BK

Les souris invalidées pour le géne codant pour la sous-unité 1 du canal BK présentent également
un hyperaldostéronisme associé a une HTA. Ces anomalies sont liées a un défaut de la sécrétion
de potassium par le rein, mais également a une augmentation de la sensibilité des cellules de la
glomérulée au potassium. Un régime riche en potassium exacerbe la rétention hydro sodée et
I’HTA. Ce modele est cependant différent de ’'HAP humain étant donné que les souris mutées

peuvent avoir un phénotype associant un hyperaldostéronisme, une HTA et une hyperkaliémie.



Il.  Autres voies de signalisation potentiellement impliquées

D’autres voies de signalisation pouvant étre impliquées dans la pathogénie de I’APA ont

été étudiées.

L’analyse d’un transcriptome de 8 APA a mis en évidence 53 genes différentiellement exprimés
parmi lesquels Teratocarcinoma Derived Growth factor 1 (TDGF1) (Williams, 2010) et Visinin-
like 1 (VSNL21)(Williams, 2012).

TDGF1 intervient dans le développement des vertébrés et dans la tumorigénese. Alors que son
expression est limitée a la zone glomérulée dans la surrénale normale, elle s’étend a tout le cortex
surrénal dans les APA. Des études in vitro ont montré que TDGF1 active la voie Akt impliquée
dans de nombreux types de tumeurs et augmente la production d’aldostérone par des cellules
H295R (Williams, 2012).

VSNL1 est quant a lui impliqué dans la voie calcique. Une étude récente a montré que VSNL1
est positivement régulé par SF1 (Ferraz-de-Souza, 2011), il pourrait donc étre impliqué dans le
développement de la surrénale et dans la stéroidogénese. De plus VSNL1 est surexprime dans les
APA mutés pour KCNJ5 (Williams, 2012), il pourrait donc étre impliqué dans la pathogénie des
APA, notamment via ses propriétés anti-apoptotiques.

L’implication de la voie Wnt/B caténine dans les tumeurs de la surrénale est bien connue.
Récemment il a été montré que des souris transgéniques avec une mutation activatrice de la -
caténine presentent un HAP a 10 mois dans un contexte d’hyperplasic de la surrénale et de zone
glomérulée ectopique. Ces souris développeront par la suite des tumeurs surrénales malignes a 17
mois (Berthon, 2010).

Dans les APA, I’activation de la voie Wnt-P Caténine est présente dans 50% des cas (Boulkroun,
2011). Elle n’a pas de conséquence phénotypique évidente. Cependant I’analyse transcriptomique
montre que les APA présentant une localisation nucléaire (et donc une activation) de la B
Caténine ont un profil d’expression différent de ceux qui n’ont pas d’activation de la voie. Au
niveau somatique aucune mutation sur le géne CTNNB1 (Catenin (cadherin-associated protein),
beta 1) n’a été identifiée (Boulkroun, 2011).



[Il.  Formes familiales

Bien que plus de 90% des HAP soient apparemment sporadiques, 3 formes familiales
autosomiques dominantes ont été décrites (cf. Figure 10).

FHI (Cypl IB2/BI)

FH2(7p22)

Germinal mutations

Figure 10: Répartition des formes familiales d’HAP. D’apreés (Zennaro, 2011)

1. FHL1 : Hyperaldostéronisme Familial de type 1

L’hyperaldostéronisme familial 1 [FH1], aussi appelé Glucocorticoid Suppressible
hyperAldosteronism (hyperaldostéronisme suppressible par la Dexaméthasone), a été décrit pour
la premiére fois en 1966 (Sutherland, 1966). Cette forme d’HAP se caractérise par une HTA
sévere et précoce, le plus souvent avant I'age de 20 ans, associée a un hyperaldostéronisme
d’intensité variable et dans certains cas a des nodules surrénaux (Stowasser, 2001).

En 1992, Lifton décrivit pour la premiere fois le géne hybride responsable du FH1 (Lifton, 1992).
Ce géne hybride CYP11B1/CYP11B2 situé sur le chromosome 8g21-g22 code pour une enzyme
qui participe a la synthése de 1’aldostérone car ses séquences en 3’ proviennent de CYP11B2.
Cependant contrairement & CYP11B2, ce géne hybride est régulé par I’ACTH plutét que par
I’angiotensine II, et répond donc aux glucocorticoides car ses séquences 5° dérivent de CYP11B1,
(cf. Figure 11). De plus ce géne s’exprime dans les trois couches du cortex de la surrénale alors

que CYP11B2 n’est exprimé que dans la glomérulée (Pascoe, 1995).
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Figure 11: Géne hybride CYP11B1/CYP11B2.

L’homologie importante et la proximité des genes CYPIIBI et CYPIIB2 induit un « Cross
over ». Il en résulte un gene chimere avec le promoteur du gene CYP11B1 (sensible a ’ACTH) et
la région codante du gene CYP11B2.

L’expression aberrante d’une activité aldostérone synthase dans la zone fasciculée est
probablement a 1’origine de glucocorticoides hybrides les 18 hydroxy cortisol et 18 oxo-cortisol
(Ulick, 1982)(Ulick, 1982)(Ulick, 1982)(Ulick, 1982)(Ulick, 1982).

La prévalence de FH1 est estimée a 0,3% des patients atteints d’HAP, mais peut atteindre 3%
dans les cohortes pédiatriques. Le traitement repose sur la prescription de trés faibles doses de

Dexamethasone (Zennaro, 2012).

2. FH2 : Hyperaldostéronisme Familial de type 2

Il existe un second type d’hyperaldostéronisme familial : le FH2, qui est une maladie a
transmission autosomique dominante, non associée a un géne hybride CYP11B1/CYP11B2. Son
phénotype est variable allant de I’APA a [I’hyperplasie bilatérale des surrénales. Les
caractéristiques cliniques et biologiques des patients atteints de FH2 sont similaires a ceux des
patients ayant un HAP sporadique. Le FH2 se définit donc par la présence d’au moins deux cas

d’HAP parmi des apparentés du premier degré.



La prévalence du FH2 est estimée entre 2,8 et 6% des patients présentant un HAP (Mulatero,
2011).

Dans une grande famille atteinte de FH2, le locus associé a la maladie a été localisé au niveau du
chromosome 7p22 (Lafferty, 2000), mais a ce jour, aucun géne précis n’a été identifié pour cette
pathologie.

3. FH3 : Hyperaldostéronisme Familial de type 3

Trés récemment, une troisieme forme familiale, appelée FH3 pour Hyperaldostéronisme Familial
de type 3, a été décrite (Choi, 2011). La premiere description a été faite dans une famille ayant un
phénotype sévére associant une HTA résistante au traitement, un hyperaldostéronisme primaire
marqué associé a une élévation des taux de 18 oxo-cortisol et 18 hydroxy-cortisol sans réponse a
la Dexaméthasone. Une surrénalectomie bilatérale a été réalisée montrant une hyperplasie
massive des deux surrénales. Le géne en cause est le gene KCNJ5 qui code pour le canal
potassique Kir3.4 comme nous I’avons vu dans le paragraphe précédent.

Plusieurs mutations faux-sens ont été décrites dans ces formes germinales : la substitution d’une
Thréonine en Alanine en position 158 (T158A)(Choi, 2011), la substitution d’une Isoleucine en
Serine en position 157 (1157S) (Charmandari, 2012), et la substitution en position 151 d’une
Glycine en Acide Glutamique (G151E)(Mulatero, 2012).

Le phénotype de ces quelques familles est variable ; ainsi, la famille Italienne a une forme moins
sévere avec des surrénales normales au TDM (Mulatero, 2012). Les deux patientes (mere et fille
décrites par Charmandary et collaborateurs ont elles une forme sévere avec une HTA réfractaire

associée a une hyperplasie bilatérale des surrénales (Charmandari, 2012).

E. EPIDEMIOLOGIE

Dans les séries de plus de 1000 patients hypertendus, la prévalence d'une élévation du
rapport aldostérone sur rénine [RAR] varie de 6,4 a 22,8% (Nishikawa, 2000; Rossi, 2002;
Mulatero, 2004; Rossi, 2006; Fogari, 2007; Douma, 2008; Hannemann, 2012). L’HAP n’est
ensuite confirmé que chez 3,8 a 11,3% des patients inclus dans ces études, et I’existence d’un
APA n’est retrouvée que chez 1,5 a 4,8% des patients. Ces chiffres sont probablement surestimés

en raison de biais de recrutement des centres qui ont mené les études.



Ainsi, si I’on considére que les praticiens spécialisés en HTA de par leur biais de recrutement
prennent en charge deux fois plus de patients présentant un HAP que les autres médecins (Amar,
2010), cela signifierait que la prévalence ne serait que de 3 & 6% des patients hypertendus.

Cependant au vu de la prévalence de HTA qui est estimée a 14 millions de la population agée de
18 a 74 ans en France, 'HAP toucherait 420 a 850 000 personnes en France. Il s’agit donc bien

d’une pathologie fréquente, premicre cause d’HTA secondaire.

F. DIAGNOSTIC

I. Mode de découverte

Les patients ayant un HAP n’ont classiquement aucune symptomatologie spécifique. En
effet, I’excés d’aldostérone entraine une HTA souvent sévére et/ou résistante au traitement, qui
peut étre associée a une hypokaliémie. Ainsi les rares manifestations clinques décrites sont liees a
I’hypokaliémie (Medeau, 2008) : crampes, faiblesse musculaire, paresthésies, troubles du rythme
cardiaque....

L’age moyen au moment du diagnostic varie entre 45 et 55 ans en fonction des séries (Rossi,
2006; Douma, 2008; Matrozova, 2009). Par ailleurs, le diagnostic d’HTA a classiquement été
posé 5 a 10 ans avant le diagnostic d’HAP ce qui indique un délai significatif entre 1’apparition
de la maladie et son diagnostic.

Une HTA de grade Ill - avec une PA supérieure ou égale a 180/100 mmHg — ou une HTA
résistante — PA supérieure a 140/90 mmHg malgré trois classes d’antihypertenseurs comprenant
un diurétique thiazidique - est plus freqguemment rapportée chez les patients atteints d’HAP que
parmi les hypertendus essentiels (Calhoun, 2002; Strauch, 2003; Rossi, 2006).

L’hypokaliémie, généralement définie par une kaliémie < 3,5 mmol/l, n’est présente en réalité
que chez une minorité de patients (Nishikawa, 2000; Mulatero, 2004; Rossi, 2006; Fogari, 2007).
Dans I’étude PAPY (Rossi, 2006), la prévalence de ’hypokaliémie a été évaluée a 7% dans les
HTA essentielles, 17% dans les HAP par hyperplasie bilatérale des surrénales et 48% dans les
APA. 1l existe de rares cas ou 'HAP ne se manifeste que par une hypokaliémie, généralement
symptomatique et sévere associée une PA normale avec ou sans adénome surrénal (Medeau,
2008).

L’HAP peut également étre diagnostiqué suite a la découverte fortuite d’un nodule surrénal

(appelé alors incidentalome surrénal) lors d’une imagerie abdominale faite pour une pathologie



autre. Dans une enquéte sur 1096 patients avec un incidentalome, 16 avaient un HAP, tous étaient
hypertendus (Mantero, 2000). Les recommandations de la Société Francaise d’Endocrinologie sur
la prise en charge des incidentalomes stipulent que « La recherche d’une hypersécrétion
d’aldostérone ne sera proposée que chez les sujets présentant une hypertension et/ou une

hypokaliémie. » (Tabarin, 2008).

Il.  Indications du dépistage de ’HAP

Dans ce contexte, les recommandations proposent de recherche un HAP (Funder, 2008) chez les
patients présentant :

» une HTA modérée a sévére (HTA grade 2 — PA> 160/100 mmHg)

» une HTA résistante

» une HTA associee a une hypokaliémie spontanée ou induite par des diurétiques
>

une HTA associée a un incidentalome surrénal.

I1l.  Critéres biologiques

Le diagnostic d’HAP repose sur des critéres biologiques. 11 y a deux étapes pour poser le
diagnostic : un test de dépistage qui repose sur la détermination du RAR suivi d’un test de

confirmation.

1. Examen de dépistage

Le dépistage d’HAP repose sur le RAR. Celui-ci a été decrit pour la premiére fois en 1981
(Hiramatsu, 1981). En Effet Hiramatsu ayant constaté les difficultés diagnostiques engendrées
par les variations des taux d’aldostérone au cours du nycthémeére et d’un jour a I’autre, a proposé
d’utiliser le rapport aldostérone sur rénine. En 1991, McKenna confirmait la reproductibilité de
ce rapport chez des volontaires sains prélevés dans des conditions de clinostatisme ou
d’orthostatisme et dans des conditions pathologiques: HAP, mais également

hyperaldostéronisme secondaire, insuffisance surrénale, insuffisance rénale (McKenna, 1991).



La généralisation de l’utilisation du RAR comme examen de dépistage pour 'HAP a permis
d’identifier un plus grand nombre de patients ayant potentiellement un HAP. Cependant le RAR
doit étre utilisé et surtout interprété avec précaution (Gordon, 2004) :

» 1l est tout d’abord essentiel d’étre vigilant sur les conditions de prélévement. En effet la
rénine et 1’aldostérone fluctuent en fonction de la volémie, il est donc essentiel d’effectuer
les prélévements en condition de normovolémie. Ainsi la natriurese qui est un reflet de
cette normovolémie doit fluctuer entre 75 mmol/24h et 150 mmol/24h (Letavernier,
2008). L’hypokaliémie, fréquente dans ce contexte de suspicion d’HAP, inhibe la
sécrétion d’aldostérone. Il faut donc corriger I’hypokaliémie avant d’effectuer les dosages
hormonaux.

» Les médicaments antihypertenseurs interagissent pour beaucoup d’entre eux avec 1’axe
rénine-angiotensine-aldostérone (cf. Figure 12). lls peuvent donc interférer avec les
dosages d’aldostérone et de rénine. Il est recommandé d’interrompre ces traitements pour
une durée allant de 2 & 6 semaines avant d’effectuer les dosages. (cf. Tableau 2). Les
médicaments ayant un profil neutre pouvant étre prescrits lorsqu’il existe une HTA sévere
sont les inhibiteurs calciques non dihydropyridine, les alpha bloquants et si nécessaire les

antihypertenseurs centraux.

Hypovolémie
Systeme nerveux sympathique

—
Rénine  rmeeessesse »
Angiotensine |
| = N ——— » I

Kaliémie ...emmeeeeersnd >
ACTH

Aldostérone

4

Réabsorption de Sodium
Excrétion du Potassium

Figure 12: Interactions médicamenteuses avec le systeme rénine Angiotensine Aldostérone

BB : Beta Bloquants, |EC : Inhibiteurs de [’enzyme de conversion de [’angiotensine, ARA2 :
Antagonistes du récepteur AT! de [’angiotensine II.

Les médicaments inhibiteurs sont représentés en vert, et les médicaments activateurs en rouge



B bloguants | Antagonistes MR | Diurétiques | IEC/ARA2
(Funder, 2008) 2 semaines 4 semaines 4 semaines | 2 semaines
(Douma, 2008) 2 semaines 4 semaines 4 semaines | 2 semaines
(Tiu, 2005) 2 semaines 6 semaines 6 semaines | 2 semaines
(Rossi, 2006) 4 semaines 4 semaines 4 semaines | 4 semaines
(Schwartz, 2002) 4 semaines 4 semaines 4 semaines | 4 semaines
(Letavernier, 2008) 2 semaines 6 semaines 2 semaines | 2 semaines

Tableau 2: Durée d’arrét des traitements avant dosages hormonaux

2. Examen de confirmation

La dissociation rénine-aldostérone est un élément majeur pour le diagnostic d’HAP. Cependant
ce test est un examen sensible mais peu spécifique (Newton-Cheh, 2007). 1l est donc nécessaire

de confirmer le diagnostic d’HAP avant de poursuivre les explorations.

Les recommandations pour le diagnostic et le traitement de ’'HAP pronent I'utilisation
d’un test de freination : charge orale en sodium, perfusion de sérum sodé isotonique, test au
Captopril ou test a la Fludrocortisone (Funder, 2008) (cf. Figure 13). L’utilisation de ces tests
implique que le diagnostic d’HAP repose sur I’existence d’une sécrétion autonome d’aldostérone
par une ou les deux surrénales. Le test plus utilisé et le plus étudié est la charge en sel
intraveineuse dont la sensibilité diagnostique est de 73%, et la spécificité de 76% en utilisant un
seuil d’aldostérone plasmatique de 6,8ng/dl (Rossi, 2007).

Cependant comme il est precise dans les recommandations, ces tests n’ont pour la plupart été
évalués que rétrospectivement, dans des séries de petite taille, et généralement en comparaison

les uns avec les autres.



HTA GRADE I1/11l OU HYPOKALIEMIE
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Figure 13: Démarche diagnostique dans I’hyperaldostéronisme primaire d’apreés les

(3]

recommandations (Funder, 2008)

L’utilisation des tests de freination peut conduire a de faux négatifs. En effet, des cas d’APA
« répondant a I’angiotensine » et guéris par I’intervention chirurgicale ont déja été décrits dans la
littérature (Gordon, 1987; Irony, 1990).

Dans le service ’HTA de I’Hopital Européen Georges Pompidou, nous avons étudié¢ 72 patients
qui avaient eu une charge en sel et un cathétérisme des veines surrénales [KTVS]. Nous avons
montré que parmi les patients ayant une hypersécrétion d’aldostérone latéralisée, plus de 10%
répondent a I’angiotensine Il (cf. Tableau 3).

Ces données, en cours de publication, présentées au congrés de la Société Européenne d’HTA en
2012(Amar), illustrent bien le fait que la charge en sel est un examen sensible pour le diagnostic
d’HAP, mais non spécifique, puisque I’existence d’une freination ne permet pas d’exclure le

diagnostic d’HAP latéralisé.



KTVS
Non latéralisé Latéralisé
(ratio<4) (Ratio>4) Total
<138 7 5 12
Aldostéronémie
Post 138< <276 14 12 26
Charge en Sel
Pmol/l >276 9 25 34
Total 30 42 72

Tableau 3: Place de la charge en sel dans le diagnostic d’HAP latéralisé

Le KTVS est considere comme latéralisé si le ratio aldostérone/cortisol d’une veine surrénale a
[’autre est >4.Méme si [’on prend le seuil de freination le plus stringent (<138 pmol/l), 5 patients

sur les 42 présentant une forme latéralisée ont une aldostéronémie freinée par la charge en sel.

Il existe une approche alternative pour confirmer le diagnostic d’HAP, il s’agit de
déterminer si le patient a une hypersécrétion absolue d’aldostérone ou non, avec des
concentrations élevées dans le plasma et/ou dans les urines. De nombreux auteurs exigent la
combinaison d'un RAR ¢levé et d’une concentration d’aldostérone ¢levée pour distinguer d’HAP
de ’HTA essentielle a rénine basse (Loh, 2000; Rayner, 2001; Williams, 2006; Young, 2007;
Douma, 2008; Letavernier, 2008). Cependant, il est possible que cette approche conduise
également a des faux négatifs. En effet une étude dans la littérature décrit un groupe de 21
patients avec un APA, parmi lesquels 4 avaient une concentration plasmatique d’aldostérone

inférieure a 416 pmol/l (Stowasser, 2004).




Dans le service d’HTA de I’Hopital Européen Georges Pompidou, nous utilisons les
critéres diagnostiques suivants (Letavernier, 2008), puis 1’algorithme présenté en Figure 14
> Un RAR ¢élevé (> 63 pmol/mU), a deux reprises en ajustant la rénine a 5 mUl/I

lorsqu’elle est inférieure
> Une aldostérone plasmatique haute (> 500 pmol / | en position couchée ou> 550 pmol

/'1,) ou urinaire (> 63 nmol / jour)

HTA GRADE II/IIT OU
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Figure 14: Alternative pour la stratégie diagnostique dans I’hyperaldostéronisme primaire.

D’apreés (Steichen, 2012)

G. IMAGERIE

|. Latomodensitométrie [TDM]

Une fois le diagnostic hormonal d’HAP posé selon ces critéres, les patients ont une
imagerie surrénale le plus souvent par TDM. L’objectif est double :
> Orienter vers le caractére tumoral ou non de HAP en étudiant ’aspect des surrénales.

En effet un nodule surrénal unique mesurant de 10 a 20 mm de grand axe, sans lésion

sur la surrénale controlatérale orientera davantage vers une cause unilatérale de type



adénome de Conn, alors que la présence de deux surrénales normales ou de deux
surrénales hyperplasiques orientera vers une cause bilatérale.

» Eliminer une Iésion maligne par la taille de la tumeur, ainsi que la densité non injectée
(une lésion inférieure & 10 Unités Hounsfield est un adénome dans 98% des cas
(Boland, 1998)).

Bien qu’elle soit un indicateur de 1’étiologie de I’'HAP, le TDM ne permet pas d’affirmer avec
certitude conclure sur la nature uni ou bilatérale de I’'HAP. En effet, plusieurs études ont montré
que si la décision de surrénalectomie n’était prise que sur la tomodensitométrie, 20% des patients
avec une forme latéralisée n’auraient pas ét€ opérés, et la chirurgie aurait été proposée a 25% des

patients ayant une forme bilatérale (Young, 2004).

Figure 15: Adénome surrénalien droit visualisé sur un TDM et macroscopiquement en post

opératoire.

II. Le cathétérisme veineux surrénal

L’examen de référence pour diagnostiqguer un HAP latéralisé est actuellement le
cathétérisme veineux surrénal bilatéral [KTVS].
Cet examen consiste en I’introduction de deux cathéters le long de la veine cave inférieure
jusqu’aux veines surrénales, ce qui permet de prélever du sang de fagon simultanée dans les deux

effluents surrénaux ainsi que dans la veine cave inférieure. La comparaison des concentrations de



cortisol dans les veines surrénales et dans la veine cave inférieure permet d’affirmer la validité de
I’examen (Ratio Cortisolveine surrénate/ COrtisOlveine cave Inférieure >2). 11 s’agit d’un examen invasif,
techniquement difficile de part la petite taille et I’angulation des veines surrénales.

Si la validité de ’examen est établie, la comparaison des rapports de concentration aldostérone
sur cortisol dans les deux veines surrénales permet d’affirmer ou d’exclure la latéralisation.
Cependant cet examen considéré comme examen de référence présente de nombreuses
difficultés :

» C’est un examen invasif qui comporte donc un risque de iatrogénie, et qui de part sa
difficulté technique doit impérativement étre réalisé par un opérateur entrainé
(généralement un radiologue interventionnel). Une étude rétrospective récente
regroupant les données de 20 centres et de 2604 KTVS reéalisés sur 6 ans a montré que
le KTVS est réalisé chez 77% des patients ayant un diagnostic d’HAP, potentiellement
opérables et que le risque de rupture de la veine surrénale au cours de I’examen est
estimé a 0,61% (Rossi, 2012).

> 1l existe une grande hétérogénéité dans les procédures. Certains préconisent la
réalisation d’un cathétérisme simultané¢ des deux veines surrénales. D’autres
préférerent une cathetérisation séquentielle, dans ce cas il est habituel de perfuser de
I’ACTH pour stimuler au maximum les sécrétions d’aldostérone et de cortisol et
réduire les fluctuations dues au stress.

» L’interprétation des résultats est variable selon les équipes avec des seuils de
sélectivité et de latéralisation qui fluctuent considérablement en fonction des différents

centres (Harvey, 2006) comme le montre le Tableau 4.



Cortisol ggtr:]oi rgln (t: /%%tt% Ratio A/C Coté
VCl/surrénale - Dominé sur VCI
Domine
KTVS sans stimulation par PACTH
(Rossl, 2008) >1,1 >2 Non Utilisé
(Stowasser, 2004) >3 >2 <1
(i, 200 >1 >4 0ou 5 Non Utilisé
(Letavernier, 2008) >2 >5 Non Utilisé
(Mulatero, 2008) >0 >4 <1
KTVS avec stimulation par PACTH
(Espiner, 2003) >0 >4 <1
(Murashima, 2009) >10 >4 Non Utilisé
(Young, 2004) >5 >4 Non Utilisé
(Auchus, 2009) >3 >4 Non Utilisé

Tableau 4: Seuils de sélectivités et de latéralisations du KTVS en fonction des différents

centres.

A : Aldostérone, C : Cortisol, VCI : Veine Cave Inférieure.

H. ETIOLOGIES

La question principale qui se pose devant un HAP sporadique est celle de son étiologie
tumorale ou non. L’hétérogénéité de la présentation clinique ainsi que les données moléculaires
connues laissent a penser que I’'HAP sporadique regroupe un ensemble de pathologies
hétérogenes.

Au niveau clinique, on différenciera tout d’abord les formes unilatérales des formes bilatérales.

Les formes unilatérales regroupent :

> L’ APA encore appelé adénome de Conn. Il s’agit d’une hypersécrétion localisée au
sein d’un adénome radiologiquement unique.
> Les hyperplasies unilatérales des surrénales : il s’agit d’une hypersécrétion unilatérale

d’aldostérone sans adénome visualisé sur le TDM



> Les corticosurrénalomes ou formes malignes.

Les formes bilatérales regroupent :
> Les hyperplasies bilatérales des surrénales
> Les formes familiales

L’intérét principal de différencier les différentes formes de la maladie résulte des implications
thérapeutiques. En effet les formes unilatérales pourront bénéficier d’un traitement chirurgical, et

les formes bilatérales seront traitées médicalement.

I. COMPLICATIONS

On a longtemps considéré que I’importance de la prise en charge de 'HAP résultait de la
nécessité de controler ’HTA et ’hypokaliémie et que les complications cardiaques et vasculaires
étaient liees a ces deux symptomes de la maladie.

Cependant depuis les années, 2000, il est apparu une autre problématique, celle de I’aldostérone

et de ses effets cardiovasculaires propres indépendamment de I’HTA et de ’hypokaliémie.

L’identification de la présence de MR dans le cceur, les vaisseaux et dans le cerveau a

conduit a I’hypothése que I’aldostérone aurait un effet propre sur ces organes indépendamment de
I’angiotensine Il (Rocha, 2002).
En 1992, Brilla et Weber ont montré que I’excés d’aldostérone associé a un régime riche en sel
chez le rat conduisait a une fibrose myocardique (Brilla, 1992). Par la suite ces observations ont
¢été retrouvées chez ’homme dans des études basées sur I’échographie cardiaque, ainsi que plus
récemment sur I’imagerie par résonnance magnétique cardiaque.

Ainsi les principaux effets déléteres de 1’aldostérone sur le systéme cardiovasculaire
sont (Epstein, 2001; Duprez, 2007; Nguyen Dinh Cat, 2012):

- au niveau cardiaque : hypertrophie ventriculaire gauche [HVG], troubles du rythme,
remodelage cardiaque, fibrose myocardique, inflammation, stress oxydatif

- au niveau vasculaire : dysfonction endothéliale, remodelage vasculaire, rigidité

artérielle, stress oxydatif.



Chez I’homme, un lien entre aldostérone et insuffisance cardiaque congestive ainsi que
’effet bénéfique des traitements anti minéralocorticoides en terme de mortalité ont été démontrés
dans plusieurs grandes études multicentriques randomisées en double aveugle.

Ainsi dans I’étude RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study), 1663 patients avec
une insuffisance cardiaque et une fraction d’éjection inférieure a 35% ont été randomisés pour
recevoir soit 25 mg de spironolactone une fois par jour, soit un placebo (Pitt, 1999). L’étude a été
interrompue prématurément au bout de 24 mois en raison d’une diminution significative de la
morbidité et de la mortalité (réduction des décés de 30%, des hospitalisations pour événement
cardiovasculaire de 30%).

Dans I’étude EPHESUS (Eplerenone Post—Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy
and Survival Study), plus de 6600 patients présentant une insuffisance cardiaque séquellaire d’un
infarctus du myocarde ont été randomisés pour recevoir soit 25 a 50 mg d’éplérénone, soit un
placebo (Pitt, 2003). Aprés un suivi moyen de 16 mois, ’Eplérénone a permis une diminution de
la mortalité et de la morbidité (réduction des déces de 15%, des hospitalisations pour événement
cardiovasculaire de 9%).

L’effet bénéfique de 1’éplérénone a egalement été montré dans 1’étude EMPHASIS-HF chez des
patients présentant une insuffisance cardiaque chronigque associé a une symptomatologie modérée
(Zannad, 2011). Ainsi ’adjonction d’éplérénone a leur traitement usuel a permis de réduire aussi
bien le risque de déces que le risque d’hospitalisation (réduction des hospitalisations de 22% et

des hospitalisations pour événement cardiovasculaire de 28%).

Toutes ces études ont conduit a étudier les complications cardiaques et vasculaires liées a
I’HAP.

Au niveau cardiaque, il a ainsi été montré que des patients ayant un HAP appariés a des
hypertendus essentiels sur le niveau de PA, la duré de I’'HTA, I’4ge et le sexe ont une masse
ventriculaire gauche plus élevée associée a une dysfonction diastolique (Rossi, 2002).

Il a également été montré que le traitement de 'HAP conduit & une réduction de ces
anomalies cardiaques. Une régression des signes d’HVG définie sur électrocardiogramme a été
montrée aprés traitement de I'HAP (Pringle, 1988). La réversion de I’'HVG mesurée en
échographie a été suggérée dans une étude récente rétrospective sur 20 sujets HAP aprés 20 mois
de suivi. Les prédicteurs de la diminution de masse VG étaient le degré d’HVG préopératoire et
la baisse de la PAS (Lin, 2011).



Une étude récente a également montré que les patients présentant un HAP ont un index de fibrose
évalué en IRM cardiaque bien plus élevé que des volontaires sains appariés sur ’age (Su, 2012).
Cependant cette étude préliminaire doit étre réalisée avec un groupe contrdle de patients

hypertendus afin de dissocier les effets dus a 1’aldostérone des effets dus a I’'HTA.

Concernant le risque vasculaire, plusieurs études ont été réalisées. Dans une premiére étude
comprenant 124 patients présentant un HAP, appariés a 465 hypertendus essentiels sur le sexe,
I’age et la pression artérielle, il a été montré que I"'HAP est associé) un sur-risque d’accident
Vasculaire cérébral (OR=4,2), d’infarctus du myocarde (OR=6,5) et de fibrillation auriculaire
(OR=12) (Milliez, 2005).

Catena a montré quant a lui que non seulement il existe bien un sur-risque vasculaire chez les
patients présentant un HAP par rapport a des patients ayant une HTA essentielle, mais que de
plus ce sur-risque est réversible par le traitement de ’HAP qu’il soit chirurgical ou médical
(spironolactone) (Catena, 2008).

Une étude de notre établissement a également montré une prévalence plus importante des
événements cardiovasculaires chez des sujets HAP en comparaison a un groupe hypertendus
essentiels (Steichen, 2009) (cf. Tableau 5).

Odds Ratio”
HAP HE
[1C 95%)]
Insuffisance cardiaque 7.4% 3.6% 2.2 [1.3,3.7]
Maladie Coronaire 5.6% 1.0% 5.5[2.3,13.3]
Fibrillation auriculaire 2.0% 0.3% 2.6 [0.5, 14.8]
AVC 7.5% 10.3% 0.6 [0.4, 1.0]
DFG < 60 ml/min/1.73m? 13.1% 7.5% 2.1[1.5,3.1]

Tableau 5: Comparaison de la prévalence des événements cardiovasculaires entre des sujets
présentant un HAP (n=460) et des hypertendus essentiels (HE) (n=1291).
HE Hypertension Essentielle IC 95% : Intervalle de confiance 95% DFG : Débit de Filtration

glomérulaire

Au niveau rénal, plusieurs études ont montré la relation entre des taux élevés d’aldostérone et
la dégradation de la fonction rénale (Ruggenenti, 1998). Chez les patients présentant un HAP, il
existe une élévation de la microalbuminurie. Ce marqueur d’un dysfonctionnement rénal est

partiellement réversible avec le traitement de I’'HAP (Sechi, 2006).



J. TRAITEMENT

Le traitement de I’hyperaldostéronisme primaire a donc trois objectifs principaux : le
contr6le de la kaliémie, la guérison ou du moins I’amélioration du contrle de la PA, et le

controle de 1’hyperaldostéronisme.

I.  Le Traitement Chirurgical

Chez les patients présentant une forme unilatérale, le traitement le plus logique pour
atteindre ces objectifs est la suppression de I’hypersécrétion d’aldostérone par exérése de la

surrénale.

1. Technique chirurgicale et morbidite

Depuis la premiere description de la surrénalectomie laparoscopique en 1992 (Gagner, 1992), la
laparoscopie est devenue la voie d’abord de référence, en raison de sa plus faible morbidité et de
séjours hospitaliers plus courts. Cette voie d’abord moins invasive a permis une augmentation de
la prévalence de la surrénalectomie dans les HAP (27% apres l'introduction de la laparoscopie par
rapport a 13% avant, p <0,05) (Chavez-Rodriguez, 2005).

La durée opeératoire moyenne de la surrénalectomie laparoscopique dans les séries hospitaliéres
varie entre 2 a 3 heures, avec un taux de conversion en chirurgie ouverte de 3,4% et une durée
moyenne de séjour de 3 jours (Brunt, 2006).

Dans une série de 560 procédures chez 520 patients, les complications majeures sont survenues
chez 1,3% des patients (7/520: pneumothorax, pneumonie, infarctus du myocarde, insuffisance
cardiaque, saignement nécessitant une transfusion) et les complications mineures dans 14,4%
(principalement assouplissement temporaire et / ou une hypoesthésie de la paroi abdominale)
(Walz, 2006). Ainsi, la surrénalectomie laparoscopique semble avoir un faible taux de morbidité,
mais les équipes qui publient leurs données sont généralement tres expérimentées, avec
seulement un ou deux chirurgiens spécialisés opérant tous les patients. Plusieurs cas de

complications majeures en dehors des centres de référence ont été rapportés (Tessier, 2009).



2. Résultats de la surrénalectomie laparoscopique

Kaliémie et anomalies hormonales

Le traitement chirurgical permet de guérir 1I’hypokaliémie chez plus de 95% des patients, et abolit
I'nypersécrétion d'aldostérone chez plus de 90% chez les patients ayant une atteinte unilatérale
(Ishidoya; Zarnegar, 2007; Walz, 2008).

Pression artérielle

Concernant le taux de guérison de I'HTA, il est autour de 40% si I’on prend en
considération toutes les séries de la littérature incluant plus de 50 patients et publiées aprés 2000
(Steichen, 2012) (cf. Figure 16).

Cependant, méme lorsque la surrénalectomie ne permet pas la guérison de I’'HTA, elle
meéne habituellement a une amélioration cliniqguement significative du contréle tensionnel, avec
des niveaux de PA inférieurs (typiqguement de -25 a -40 mmHg) associés ou non a une réduction
du score de traitement (géneralement -1 a -2 classes de medicaments). Ainsi, si 1’on prend en
compte la guérison et ’amélioration, 74 a 100% des patients ont un bénéfice tensionnel suite a
I’intervention chirurgicale (Steichen, 2012).

Beaucoup de facteurs prédictifs de guérison ou de la persistance d'HTA ont été signalés
dans les différentes séries. Si1’on ne prend on considération que les facteurs qui ont été identifiés
comme étant statistiquement significatifs dans au moins une étude multivariée, les facteurs de
mauvais pronostic sont : le sexe masculin, 1’age, la présence d’antécédents familiaux d’HTA, la
durée de 'HTA, une PA préopératoire élevée, un score de traitement préopératoire élevé, un
Index de masse corporelle €levé, une kaliémie préopératoire plus élevé, I’existence d’une

artériolosclérose (Steichen, 2012).

Ces parametres doivent étre considérés avec précaution car aucun ne ressort dans toutes les
études. Ainsi a I’échelon d’un individu a ce jour, il est impossible de prédire 1’issue tensionnelle
en préopératoire. De plus I’accent mis sur la guérison de I’HTA obscurcit la guérison probable de
I'hypokaliémie et de I’hyperaldostéronisme ainsi que l'amélioration des niveaux de PA atteints

méme chez les patients souffrant d'HTA persistante apres la chirurgie.



Patients Patients

followed cured )

Sawka (2001) 93 1 (33%) —_——
LLumachi (2005) 98 71 (72%) —_—
Omura (2006) 69 4 (64%) | ——
Satoh (2007) 61 3 (38%) ——
Pang (2007) 53 8 (34%) —_—
Rossi (2008) 50 5 (30%) —_—
Letavernier (2008) 168 53 (32%) —
Zarnegar (2008) 100 35 (35%) —+—-L
Walz (2008) 160 48 (30%) —
White (2008) 62 0(16%) —a—o :
Mourad (2008) 58 3 (40%) —_—
Chiou (2009) 52 2 (62%) N
Campagnacci (2009) 54 1 (39%) —_—
Wu (2009) 150 5 (63%) | ——
Murashima (2009) 57 2 (21%) —_—
Trésallet (2010) 57 3 (58%) ——
Wang (2010) 93 54 (58%) R
Waldman (2011) 54 20 (37%) —_—

Overall (I-squared = 89.8%, p = 0.000) 42% <>

T T T
25%  50%  75%
Figure 16: Analyse des séries de plus de 50 patients pour le bénéfice tensionnel du

traitement chirurgical publiées apreés 2000.

. Le Traitement Médical

Bien que la surrénalectomie unilatérale ait été proposée par une équipe chez des patients
ayant une hyperplasie bilatérale des surrénales avec un taux de guérison de 15% et une
amélioration chez 20% des patients (Sukor, 2009), le traitement médicamenteux reste le
traitement de référence dans les formes bilatérales. Il repose en premier lieu sur les antagonistes

du MR : la spironolactone et 1’éplérénone.

1. La spironolactone

Le médicament de référence est la spironolactone en raison de la physiopathologie de ’'HAP et

de la longue expérience clinique de cette molécule.



En effet cet antagoniste de I’aldostérone se lie par compétition au MR et empéche donc la liaison
de I’aldostérone ou de toute autre hormone minéralocorticoide avec le récepteur.

Cette molécule, de résorption digestive lente (son action débute 24 heures apres 1’absorption du
comprimé et dure 24-48 heures) a un métabolisme complexe. Son élimination est urinaire (30%
en 5 jours) et fécale (20% en 5 jours). Les propriétés pharmacocinétiques de la spironolactone
peuvent avoir des conséquences délétéres a 1’introduction du traitement (efficacité retardée
notamment sur la kaliémie) et a ’arrét du traitement (effet rémanent pendant plusieurs jours).

Les études observationnelles réalisées chez plus de 100 patients atteints d’HAP ont montré une
diminution de la PAS de 25% et de la PAD de 22% (posologie variant de 50 a 400 mg par jour
avec une durée de traitement de 1 & 96 mois) (Lim, 2001).

La spironolactone n’est pas spécifique du MR, elle agit également sur le récepteur a la
progestérone (cation agoniste) et sur le récepteur aux androgénes (action antagoniste) ce qui lui
confére des propriétés antiandrogéniques. Les consequences de cette non-spécificité sont une
incidence élevée d’effets indésirables tels qu’une dysfonction érectile, une gynécomastie
douloureuse chez I'homme et des dysménorrhées chez la femme. Ces effets sont dose-
dépendants : I’incidence des gynécomasties chez ’homme est de 6,9% aprés 6 mois pour une
posologie inférieure a 50 mg/jour et de 52% lorsque la posologie dépasse 150 mg/jour
(Jeunemaitre, 1987).

2. L’éplérénone

L’éplérénone est un antagoniste spécifiqgue du MR qui n’a donc pas d’effet anti-androgénique
comme la spironolactone. Ce traitement représente une alternative thérapeutiqgue a la
spironolactone tres intéressante au vu de sa meilleure tolérance. Cependant ce médicament,
utilisé aux Etats-Unis et au Japon dans le traitement de I’'HTA, n’a pas d’autorisation de mise sur
le marché en Europe pour cette indication.

De plus ce médicament, moins puissant que la spironolactone, est donc moins efficace. Une étude
multicentrique randomisée en double aveugle a ainsi montré qu’apres 16 semaines de traitement
la diminution de la PA était moindre sous éplérénone (PAS/PAD :-9,9+2,3 mmHg/ -5,6+1,3
mmHg) que sous spironolactone (-27,0 + 2,3 mmHg/-12,5 mmHg) (Parthasarathy, 2011).



Ainsi les bloqueurs du MR bien qu’intéressants au niveau physiopathologie ne suffisent pas pour
contréler la PA.

Il est possible d’adjoindre d’autres antihypertenseurs a ces molécules spécifiques. Les diurétiques
épargneurs potassiques de type Amiloride sont indiqués en premiére intention étant donné qu’ils
bloguent le canal ENaC. Les autres antihypertenseurs : inhibiteurs de ’enzyme de conversion de
I’angiotensine, antagonistes des récepteurs de 1’angiotensine II, inhibiteurs calciques peuvent

également étre prescrits, mais une résistance a une plurithérapie peut malgré tout persister.



QUESTIONS POSEES ET OBJECTIFS DE LA THESE

L’HAP est une pathologie fréquente, a tel point que les recommandations japonaises,

publiées en 2011, conseillent de le rechercher chez tout patient présentant une HTA (Nishikawa,
2011).
Les difficultés diagnostiques et thérapeutiques sont en partie dues a I’hétérogénéité de cette
pathologie. En effet il existe différents phénotypes : APA, Hyperplasie bilatérale des surrénales,
Hyperplasie unilatérale d’une surrénale, FH1, FH2, FH3). De plus les analyses transcriptomiques
mettent en évidence plusieurs sous groupes d’APA, et seulement 34-45% des APA sont porteurs
de mutation somatique sur KCNJ5 (ce qui signifie qu’il y a d’autres génes que KCNJ5 impliqués
dans la pathogénie de ’HAP).

L’HAP représente un continuum entre I’HTA a rénine basse qui est une forme d’HTA essentielle
et ’APA (McAreavey, 1983). C’est ce qui explique le fait que la notion de seuil soit a ce point
essentiel pour les dosages de rénine et d’aldostérone, ainsi que les difficultés et hétérogeneités

diagnostiques décrites précédemment.

Il reste donc difficile de proposer a ces patients une prise en charge consensuelle tant pour le

diagnostic que pour la thérapeutique.

Les principales questions qui se posent dans la pratique clinique sont :

» Quelle alternative médicamenteuse peut-étre proposée pour le traitement de ’HAP ?
» Comment peut-on améliorer le diagnostic d’HAP par I’identification de nouveaux

biomarqueurs ?

La premiére partie de la thése abordera les études cliniques que nous avons menées avec une
nouvelle classe thérapeutique : les inhibiteurs de 1’aldostérone synthase, ainsi que les questions

non résolues que nous pose cette nouvelle classe d’antihypertenseurs.

La seconde partie de la thése sera consacrée a la recherche de marqueurs diagnostiques. La
recherche de nouveaux biomarqueurs pour le diagnostic d’HAP nous a conduits & nous intéresser
aux microARN [miR] pour identifier ceux impliqués dans la pathogénie de I’'HAP afin

d’identifier de nouveaux ARN cibles impliqués dans la maladie et de tester la possibilité de les



utiliser comme biomarqueur. L’hypothése était qu’une dérégulation de leur expression pouvait
étre impliquée dans la tumorigénése et la surproduction d’aldostérone.

Cette difficulté a établir des marqueurs diagnostiques provient en partie de I’absence
d’examen de référence permettant d’affirmer le diagnostic d’HAP et donc de valider des
biomarqueurs  potentiels. Nous avons donc également recherché un marqueur
immunohistochimique qui pourrait étre utilisé en post opératoire. Cette partie sera développée
dans la troisieme partie de la these.



CHAPITRE 1

INHIBITION DE L’ALDOSTERONE SYNTHASE



CHAPITRE 1



A. TRAVAUX ANTERIEURS

Comme nous I’avons vu en introduction, l'aldostérone a des effets génomiques et non
génomiques rénaux et extrarénaux (Fuller, 2005; Funder, 2005). Les effets non génomiques
ne nécessitent pas de signalisation a travers les voies classiques de l'activation des génes, la
transcription et la synthese des protéines. L'ampleur de ces deux types d'effets dépend des
concentrations circulantes de l'aldostérone produite par la surrénale et éventuellement par
d'autres organes qui expriment également 1’aldostérone synthase (Bassett, 2004). Les
contributions relatives des effets génomiques et non génomiques de l'aldostérone sur les
pathologies rénales et cardiovasculaires, le syndrome métabolique et sur I'HTA résistante ne
sont pas clairement élucidées (Funder, 2005).

La possibilité de développer de nouveaux agents pharmaceutiques permettant de bloquer les

effets non génomiques de 1’aldostérone représente donc une option thérapeutique intéressante.

I. L’aldostérone synthase

Comme vu en introduction, la capacité des cellules glomérulées a produire de
I'aldostérone est largement contrdlée par la régulation de la transcription de CYP11B2. Ce
gene situé sur le chromosome 8922 contient neuf exons et huit introns. L’AS, qui est situee
dans la membrane mitochondriale interne, catalyse les trois dernieres étapes de synthese dans
l'aldostérone: 11 B hydroxylation de la DOC en corticostérone (B), suivie par 18-
hydroxylation de la corticostérone en 18-hydroxycorticostérone et la 18-oxydation de la 18

hydroxycorticostérone en aldostérone (Bassett, 2004) (cf. Figure 17).

Cette enzyme a été purifiée pour la premiere fois en 1991 a partir de mitochondries
d’APA (Ogishima, 1991). Cependant depuis 20 ans, il existe de nombreuses difficultés pour
étudier cette protéine de membrane en raison de son caractére hydrophobe. Cette enzyme,
responsable de I'étape finale de la synthése d'aldostérone, nécessite un transfert d'électrons a
partir du systéme adrénodoxine réductase / adrénodoxine pour catalyser la production de
l'aldostérone. Récemment, I’expression d’AS humaine dans la bactérie Escherichia Coli a
permis d’identifier de nouveaux composés issus de la 19- et de la 18-hydroxylation de la DOC
(Hobler, 2012).
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Figure 17: Schéma de la synthése de I’aldostérone a partir de la DOC

L’aldostérone synthase, transforme la DOC en corticostérone par une 11 £ hydroxylation
ensuite, la corticostérone est 18-hydroxylée en 18-hydroxycorticostérone et enfin 18-oxydée

en aldostérone.

La synthese de l'aldostérone est étroitement liée a celle du cortisol, qui se produit dans
la zone fasciculée du cortex surrénalien et dont la derniére étape est I’hydroxylation du 11-

désoxycortisol (encore appelé compose S) en cortisol.

Les genes CYP11B2 et CYP11B1 sont situés a 40 kb d’écart, sur le chromosome 8q22.
Les séquences des regions codantes de ces genes sont identiques a 95% et les protéines codées
sont identiques a 93% (Bassett, 2005; Connell, 2008). Toutefois, I'expression CYP11B2 est
confinée a la zone glomérulée, alors que CYP11B1 est exprimée dans la zone fasciculée et
dans la zone réticulée. Par ailleurs, il existe des différences importantes entre les régions
régulatrices des deux genes. En effet, comme nous I’avons vu en introduction, la région
promotrice de CYP11B2 située en 5’ est régulée par l'angiotensine II et le potassium, tandis

que la région promotrice de CYP11B1 comprend des éléments sensibles a I'ACTH.

Il. Le déficit en aldostérone synthase

1. Modeles murins d’inactivation de I’AS

Afin d’étudier les effets de I’aldostérone, Makhanova et collaborateurs ont étudié un modele
murin de souris invalidées pour le géne de I’AS. Ils ont ainsi montré que ces souris AS
survivent en régime normosodé, mais ont une PA basse associée a des troubles ioniques. Les
concentrations d’aldostérone sont indétectables avec des taux de rénine a 40 fois la normale et
une augmentation des taux de corticostérone (Makhanova, 2006).

Les souris AS™" n’ont quant a elles pas de phénotype spécifique, la PA est comparable a celle

+/+

des souris AS™" et il n’y a pas d’anomalie dans le ionogramme sanguin.



30% des souris AS”" décédent prématurément de déshydratation. Par contre les souris adultes
ont une hématocrite et une clairance de la créatinine normale ce qui est en faveur de
mecanismes de régulation permettant de normaliser la balance sodée. En régime pauvre en

sel, le phénotype de ces souris AS*" et AS™ est plus sévére

2. Pathologie humaine

Le déficit en aldostérone synthase appelé déficit en corticostérone méthyl oxydase (CMO) est
classifié en deux groupes: le déficit en corticostérone methyl-oxydase de type | (CMO 1) et de
type I1 (CMO 11).

Les patients avec un déficit en CMO de type I ont des niveaux d’aldostérone et de
tétrahydroaldostérone tres bas avec des niveaux de 18-hydroxycorticostérone normaux.

Les patients avec un déficit en CMO de type Il on des niveaux de 18 hydroxy-corticosterone
élevés associes a des niveaux indétectables d’aldostérone plasmatique et de
tétrahydroaldostérone urinaire (Nguyen, 2010).

Les deux pathologies ont le méme phénotype : retard de développement, vomissements,
déshydratation, hyperkaliémie, hyponatrémie, acidose métabolique avec élévation des taux de

rénine. Les symptémes ont tendance a régresser a 1’age adulte.

Le diagnostic doit étre suspecté dans des cas de déshydratation néonatale sévéere
associée a une ¢élévation de la rénine avec des taux d’aldostérone diminués (classiqguement la
concentration d’aldostérone est indosable dans le CMO 1 et diminuée dans le CMO II).
Ensuite le dosage de corticostérone et le rapport corticostérone sur aldostérone permettent de
poser le diagnostic. La distinction entre les deux types repose sur les rapports 18
hydroxycorticostérone sur aldostérone et corticostérone sur 18 hydroxycorticostérone (Peter,
1999).

Le traitement repose sur la prescription de Fludrocortisone généralement associée a une

supplémentation en sel.

Au niveau génétique, les deux variants de la maladie sont associés a des mutations différentes
du géne CYP11B2 (Peter, 1999). Cependant il n’y a a ce jour pas d’explication moléculaire
pour expliquer I’abolition de I’activité enzymatique de I’activité 18-hydroxylase dans le
déficit en CMO I et la persistance d’une activité 18- hydroxylase associée a I’abolition de la
18-oxydation dans le déficit en CMO Il. Dans les deux cas, il persiste une activité P

hydroxylase.



[1l.  L’inhibition de aldostérone synthase dans ’'HAP

Comme nous I’avons vu en introduction, le blocage des effets biologiques de
I'aldostérone repose sur les antagonistes MR. Ils sont également utilisés pour le traitement de
I'nypertension (Jansen, 2009), en particulier pour les formes d'HTA dans lesquelles
l'aldostérone semble jouer un role majeur, comme ’HAP (Lim, 2001; Parthasarathy, 2011),
I’hypertension a rénine basse (Hood, 2007), I'hnypertension résistante (Chapman, 2007;
Calhoun, 2008; Vaclavik, 2011), le syndrome métabolique (Briet, 2011) et I'nypertension
compliquée d’une HVG (Pitt, 2003).

1. Facteurs limitants de I’utilisation des antagonistes MR

Cependant, plusieurs facteurs peuvent limiter 1’utilisation des antagonistes du MR. La
spironolactone a un profil de tolérance médiocre (Menard, 2004). et I'éplérénone moins
puissante que la spironolactone sur une base mg par mg, chez les patients atteints dHTA
essentielle (Weinberger, 2002) ou d’HAP (Parthasarathy, 2011).

De plus, ces deux médicaments induisent une augmentation de la rénine plasmatique et des
concentrations d'aldostérone, limitant potentiellement I'efficacité du blocage MR et renforgant

ainsi les effets MR-indépendants de I’aldostérone (Jansen, 2009).

L'inhibition de l'aldostérone synthase a ainsi émergé comme une nouvelle option
thérapeutique. L'objectif est de diminuer les concentrations d’hormone a la fois dans le plasma
et les tissus, réduisant ainsi les effets MR-dépendants et MR-indépendants de I’aldostérone

dans les organes cibles cardiaques, vasculaires et rénaux.

Les premieres tentatives pour inhiber la synthése d'aldostérone impliquaient l'utilisation de
différents inhibiteurs sélectifs de la stéroidogenese (Lim, 2001), comme I'Aminoglutéthimide
ou Orimetene (inhibiteur de I’étape initiale de la synthése des stéroides surrénaliens), la
Métyrapone (inhibiteur de la 11-B-hydroxylase) ou le Trilostane (inhibiteur de la 3-p-
hydroxystéroide déshydrogénase) pour traiter les petites séries de patients hypertendus avec
ou sans HAP (Lim, 2001). L'inhibition, par ces médicaments, des premieres étapes de la
stéroidogenese impliqués dans les deux axes glucocorticoides et minéralocorticoides était un
probleme majeur de sécurité et ces inhibiteurs n'ont généralement pas permis de contrdler

efficacement dans la PA a long terme.



Les consequences d'une approche ciblée a I'inhibition pharmacologique spécifique de
la synthése d'aldostérone n'ont été étudiées chez I'nomme que récemment a la suite de la
découverte des propriétés antialdostérone du Fadrozole, un inhibiteur non stéroidien de
l'aromatase, utilisé dans le traitement du cancer du sein avancé (& des posologies de 1 a 2
mg/jour). Ainsi Lamberts et collaborateurs ont montré que le Fadrozole inhibe la 11 B-
hydroxylase et I’aldostérone synthase in vitro et chez I’homme (Lamberts, 1989).
L'administration de Fadrozole a des doses supérieures a 4 mg/jour pendant deux semaines
chez les sujets sains de sexe masculin a bloqué la réponse de I’aldostérone lors d’une
stimulation en aigu par le Synacthéne sans pour autant modifier la réponse des
glucocorticoides (Trunet, 1992).

2. Premiéres études : LE FAD286A

Le Fadrozole est un mélange racémique de deux enantiomeéres, le dextroénantiomere
FAD286A ¢tant plus spécifique de I’aldostérone synthase.

Cet énantiomeére est donc une molécule candidate clé pour [linhibition sélective de
I'aldostérone synthase. Le Fadrozole et son dextroenantiomere FAD286A ont été caractérisés
in vitro dans des systemes cellulaires et in vivo dans diverses especes.

In vitro, dans une lignée cellulaire stable de hamster V79, le FAD286A inhibe CYP11B2 avec
une concentration inhibitrice médiane (C150) de 1,6 nM, mais aussi CYP11B1, avec une CI50
de 9,9nM, ce qui donne un rapport de sélectivité de seulement 6 (LaSala, 2009). Les études
cinétiques ont montré que le FAD286A inhibe par compétition I’activité des deux enzymes
avec des constantes d’inhibition de 0,8 pour CYP11B2, et de 2,2 pour CYP11B1 (LaSala,
2009).

Le FAD286A entraine une diminution de la production d’aldostérone dans des cellules
corticosurrénales H295R (Fiebeler, 2005).

Les études de preuve de concept dans des modeles animaux ont montré que le
FAD286A diminue les concentrations plasmatiques et urinaires d'aldostérone de facon dose-
dépendante et augmente l'activité rénine plasmatique chez des rats spontanément hypertendus
exposés a un régime pauvre en sel et riche en potassium (Menard, 2006).

Par ailleurs I’association de spironolactone avec le FAD286A chez ces mémes rats
spontanément hypertendus conduit a une déshydratation sévére et a une hyperkaliémie, ce qui
démontre le réle important des concentrations résiduelles d'aldostérone ainsi que du blocage

du MR méme en présence de faibles concentrations d’aldostérone (Menard, 2006).



Il a également été montré dans des modéles animaux que le FAD286A permet de
protéger les organes cibles. Ainsi chez des rats surexprimant les genes de la rénine et de
I’angiotensinogene, I’administration de FAD286A diminue I’atteinte des organes cibles avec
une diminution de la mortalité, de 'HVG et de I’albuminuric (Fiebeler, 2005). Dans un
mod¢le murin d’insuffisance cardiaque chronique, le FAD286A permet une amélioration de la
fonction ventriculaire gauche et une diminution du remodelage, avec une efficacité similaire a
celle de la spironolactone (Mulder, 2008). Des effets bénéfiques dans un modele de fibrose
rénale ont aussi été rapportés (Fiebeler, 2005).

Le FAD286A a servi de base pour la synthése du LCI699 dont le développement

clinique a été réalisé.

3. LCI699 : Phase |

Le LCI699, dérive du FAD286A est la premic¢re molécule administrée a ’homme de la classe
des inhibiteurs de I’aldostérone synthase.

Les études chez le volontaire sain ont montré que le LCI699 est rapidement absorbé (Tma : 1
heure), a une demi-vie plasmatique de 4 heures et ne s’accumule pas aprés I’administration de
plusieurs doses jusqu’a 3 mg par jour (Menard, 2010).

Apres I’administration de la premiére dose de LCI699, l'aldostérone plasmatique a
diminué de maniere dose-dépendante (35-41%). Apres 7 doses quotidiennes de LCI1699 (1-10
mg), I’aldostérone plasmatique a diminué de 27 a 44% et I’aldostérone urinaire de 22 a 83%.
En raison de la courte demi-vie de cette molécule, cet effet est réversible aprés 24 heures.
L’administration répétée de LCI699 a des doses de 0,5 a 3 mg par jour en une prise reguliére a
été accompagnée par une augmentation dose-dépendante de I’activité rénine plasmatique, ce
qui reflete la négativation de la balance sodée. Les effets de 0,5 mg par jour de LCI699 sur la
volémie sont équivalents a ceux de 100 mg d’éplérénone par jour.

Jusqu’aux doses de 3 mg par jour, le LCI699 n’a eu aucun effet sur les taux plasmatiques de
cortisol, ni sur la réponse lors du test au Synacthene. A partir de la dose de 3mg/ jour, un
blocage partiel de la réponse du cortisol au test au Synacthéne est observé témoignant de la
non-sélectivité du LCI699 pour CYP11B2. A des doses supérieures a 3 mg/j, des signes
minimes d’hypoaldostéronisme avec une tachycardie posturale, une perte de poids chez 3

volontaires sur 12, et une hyponatrémie modérée ont €té observés (Menard, 2010).



B. TRAVAUX ACTUELS: PREUVE DE CONCEPT CHEZ DES

PATIENTS ATTEINTS D’HAP : ARTICLE 1

I. Contexte

Suite aux résultats de ces études de phase I, nous avons pu administrer le LC1699 a des
patients hypertendus présentant un HAP. Cette étude de phase Ila était la premiére
administration d’un inhibiteur de I’aldostérone synthase a des patients. La phase Il des études
cliniques pour le développement d’un nouveau médicament a pour but de déterminer la dose
optimale du médicament et ses éventuels effets indésirables. La phase lla vise & estimer
I’efficacité de la molécule sur un nombre limité de patients.

Cette étude de preuve de concept a été réalisée chez des patients présentant un HAP car cela
permettait d’étudier les effets de la molécule dans un groupe homogene de patients présentant
une hyperproduction d’aldostérone (en raison d’un APA ou d’une hyperplasie bilatérale des
surrénales), et pour lesquels ces taux élevés d’aldostérone sont la cause ou tout du moins une

des causes de leur HTA.

Le plan expérimental utilisé est un essai séquentiel en simple aveugle d’une durée de 10
semaines selon le schéma ci-dessous (cf. Figure 18). Le LCI699 a été administré a la dose de
0,5mg x2 pendant 15 jours, puis augmenté a 1mg x2 pendant 15 jours.

Cette étude a été réalisée dans le Centre d’Investigation Clinique 9201 de I’Hb6pital Européen

Georges Pompidou.
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Figure 18: Plan expérimental de I’étude

MAPA : Mesure Ambulatoire de la PA, PBO : Placebo, S : Semaine



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de mon travail de thése était d’étudier de nouvelles voies pouvant conduire

a améliorer la prise en charge thérapeutique et diagnostique de I’'HAP.

Dans une premiére partie, nous avons donc testé une nouvelle classe thérapeutique : un
inhibiteur de I’aldostérone synthase. Nous avons pu montrer que la diminution des taux
plasmatiques d’aldostérone chez des patients atteints d’HAP permet de normaliser la
kaliémie, mais ne contrGle que partiellement leur HTA. De plus, le blocage de I’aldostérone
synthase est moins efficace que le blocage du récepteur minéralocorticoide.

Par la suite, nous allons tout d’abord faire un profil hormonal complet des stéroides
urinaires chez ces patients par spectrométrie de masse. Pour cela nous allons collaborer avec
le Pr Wiebke Arlt qui a mis au point cette technique (Arlt, 2011). Gréace a cette technique nous
espérons pouvoir en savoir davantage sur le site exact du blocage enzymatique et avancer sur
la pathogénie de ’'HAP.

Nous allons également étudier les résultats de I’étude réalisée chez des patients atteints de
maladie de Cushing en regardant notamment 1’effet de 10 mg de LCI 699 sur les taux
plasmatiques d’aldostérone.

Et bien entendu, il serait intéressant de pouvoir tester les nouveaux inhibiteurs de

I’aldostérone synthase en cours de développement chez des patients atteints d’HAP.

La seconde partie de mon projet portait sur la recherche de biomarqueurs
diagnostiques. Pour se faire, nous avons choisi une approche par analyse des miRs dans des
APA.

Cette approche nous a permis d’identifier deux miRs potentiellement impliqués dans la
pathogénie de I’HAP. Les études fonctionnelles préliminaires semblent montrer un effet sur
la production d’aldostérone, nous devons encore étudier les effets sur la prolifération
cellulaire, ce d’autant plus que ces deux miRs sont impliqués dans d’autres types de tumeurs.
De plus ce travail a permis de restreindre la liste de génes cibles potentiels qui avait été
identifiés par 1’étude transcriptomique. Et nous allons continuer a étudier les génes régulés par
ces mMiRs en étudiant ’effet de la transfection de ces miRs et des antagomiRs correspondants
dans des cellules H295R.

Par ailleurs, ’analyse préliminaire que nous avons effectuée sur des miRs circulants montre
un niveau d’expression du miR 375 différent entre les patients présentant un HAP, une HTA

essentielle et les volontaires sains. Bien que cette étude préliminaire n’ait porté que sur peu de



patients, elle nous a permis de mettre au point la technique d’extraction des miRs circulants.
Par la suite cette étude va étre poursuivie pour voir si I'un des miRs pourrait devenir un
marqueur diagnostique d’HAP.

Dans ce but et afin de valider ultérieurement d’autres biomarqueurs potentiels, nous avons
commencé a conserver du plasma et des urines pour les patients présentant un HAP tumoral
ou non vus dans le service d’HTA au sein de 'HEGP. Nous avons obtenu I’accord du Comité

de Protection des Personnes le 29 juin 2012.

Au vu de I’hétérogénéité de la maladie et de la continuité entre le normal et le pathologique,
nous pensons que seule une approche globale nous permettra d’identifier de nouveaux
biomarqueurs. Nous allons donc travailler sur I’intégralit¢é du génome (en recherchant des
grands réarrangements par des techniques de SNP array, en réalisant un exome....), et sur la
régulation au niveau protéique (analyse de I’'ubiquitination, immunoprécipitation du complexe
Argonaute...). L’ensemble de ces travaux, en réduisant la liste de génes impliqués dans la
pathogénie de ’'HAP, permettra probablement un jour d’identifier « le » marqueur biologique

de ’'Hyperaldostéronisme primaire.
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ANNEXE 1

Plan des TLDA A et B



PLAQUE A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
hsa-let hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

1 -7a hsa-let-7c |hsa-let-7d| hsa-let-7e| hsa-let-7f |hsa-let-7g|hsa-miR-1jhsa-miR-9 10a 10b MammuU6 | MammU6 15a 15b 16 17 18a 18b 19a 19b 20a 20b 21 22
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

2 23a 23b 24 25 26a 26b 27a 27b 28-3p 28-5p |Mammu6 |MammuU6 29a 29b 29¢ 30b 30c 31 32 33b 34a 34c-5p 92a 93
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

3 95 96 98 99a 99b 100 101 103 105 106a RNU44 106b 107 122 124 125a-3p | 125a-5p 125b 126 127-3p 127-5p 128 129-3p 129-5p
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

4 130a 130b 132 133a 133b 134 135a 135b 136 137 138 139-3p 139-5p 140-3p 140-5p 141 142-3p 142-5p 143 145 146a 146b-3p | 146b-5p 147b
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

5 148a 148b 149 150 152 153 154 181a 181c 182 RNU48 183 184 185 186 187 188-3p 190 191 192 193a-3p | 193a-5p 193b 194
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

6 195 196b 197 198 199a-5p | 199a-3p | 199b-5p 200a 200b 200c 202 203 204 205 208b 210 214 215 216a 216b 217 218 219-5p 221
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

7 222 223 224 296-3p 296-5p 299-3p | 299-5p 301a 301b 302a 302b 302¢c 320 323-3p | 324-3p | 324-5p 326 328 329 330-3p | 330-5p | 331-3p 331-5p
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | has-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

8 335 337-5p 338-3p | 339-3p 339-5p 340 155 hsa-let-7b] 342-3p | 342-5p 345 361-5p | 362-3p 362-5p 363 365 367 369-3p | 369-5p 370 371-3p 372 373 374a
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
9 374b 375 376a 376b 377 379 380 381 382 383 409-5p 410 411 422a 423-5p 424 425 429 431 433 449a 449b 450a 450b-3p
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

10 | 450b-5p 451 452 453 454 455-3p | 455-5p | 483-5p 484 485-3p | 485-5p | 486-3p | 486-5p 487a 487b 488 489 490-3p | 491-3p | 491-5p 493 494 495 496
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

11 | 499-3p | 499-5p 500 501-3p 501-5p 502-3p | 502-5p 503 504 505 507 508-3p | 508-5p 509-5p 510 512-3p 512-5p 513-5p | 515-3p 515-5p | 516a-5p 516b 517a 517c
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

12 | 518a-3p | 518a-5p 518b 518c 518d-3p | 518d-5p 518e 518f 519a 519d 519e 520a-3p | 520a-5p | 520d-5p 5209 521 522 523 524-5p 525-3p 525-5p 526b 532-3p 532-5p
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

13 539 541 542-3p | 542-5p 544 545 548a-3p | 548a-5p | 548b-3p | 548b-5p | 548c-3p | 548c-5p | 548d-3p | 548d-5p 551b 556-3p 556-5p 561 570 574-3p 576-3p | 576-5p 579 582-3p
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

14 | 582-5p 589 590-5p 597 598 615-3p | 615-5p 616 618 624 625 627 628-5p 629 636 642 651 652 653 654-3p 654-5p 655 660 671-3p
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

15 672 674 708 744 758 871 872 873 874 875-3p 876-3p 876-5p | 885-3p 885-5p 886-3p | 886-5p 887 888 889 890 89la 891b 892a 147
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

16 208 211 212 219-1-3p | 219-2-3p 220 220b 220c 298 325 346 376¢ 384 412 448 492 506 509-3-5p 511 517b 519c-3p 520b 520e 520f




PLAQUE B

1 2 8 4 B 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
dme-miR | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- V[5} ué hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

1 -7 548 30a-3p 30a-5p 30d 30e-3p 34b 126 154 182 snRNA | snRNA 206 213 302c 302d 378 380-5p 1257 200a 432 432 497 500
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | mmu-let- | hsa-miR- U6 u6 hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

2 1238 488 517 516-3p 518c 519e 520h 524 7d 363 snRNA | snRNA |rmo-miR-7 656 549 657 658 659 551a 552 553 554 555 557
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

3 558 559 562 563 564 566 567 569 586 587 RNU44 588 589 550 591 592 593 596 622 599 623 600 624 601
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

4 626 629 630 631 603 604 605 606 607 608 609 633 634 635 637 638 639 640 641 613 614 616 617 643
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | ro-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

5) 644 645 621 646 647 648 649 650 661 662 RNU48 571 572 573 575 578 580 581 583 584 585 29¢c 766 595
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

6 668 767-5p 767-3p 454 769-5p 770-5p | 769-3p 802 675 505 218-1 221 222 223 136 34b 185 186 195 30c-1 30c-2 32 31 130b
hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

7] 26a-2 361-3p |hsa-let-7g] 302b 302d 367 374a 23b 376a 377 30b 122 130a 132 148a 33a 33a 92a-1 92a-2 93 96 99a 100
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR-

3 101 138-2 141 143 144 145 920 921 922 924 337-3p 125b-2 135b 148b 146a 149 29b-1 29b-2 105 106a 16-2 hsa-let-7i 15b 27b
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

9 933 934 935 936 937 938 939 941 335 942 943 944 99b 124 541 875-5p 888 892b |hsa-miR-9] 411 378 151-3p 340 190b
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- Jhsa-miR-7] hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-

10 545 183 192 200b 200c 155 10a 214 218-2 129 22 425 30d hsa-let-7a 424 18b 20b 431 2 10b 34a 181a-2 744 452
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- hsa-miR-

11] 409-3p 181c 196a 483-3p 708 92b 551b 202 193b 497 518e 543 125b-1 194 106b 302a 519b-3p 518f 374b 520c-3p |hsa-let-7bjhsa-let-7cJhsa-let-7e 550
hsa-miR- | hsa-let-7f-|hsa-let-7f-] hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
12 593 1 2 15a 16-1 17 18a 19a 19b-1 625 628-3p 20a 21 23a 24-1 24-2 25 26a-1 26b 27a 29a 151-5P 765 338-5P
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | has-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
13 620 577 144 590-3P 191 665 520D-3P | 1224-3P 1305 513C 513B 1226 1236 1228 1225-3P 1233 1227 1286 548M 1179 1178 1205 1271 1201
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
14 548J 1263 1294 1269 1265 1244 1303 1259 548P 1264 1255B 1282 1255A 1270 1197 1324 548H 1254 548K 1251 1285 1245 1292 1301
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
15] 1200 1182 1288 1291 1275 1183 1184 1276 320B 1272 1180 1256 1278 1262 1243 663B 1252 1298 1290 1249 1248 1289 1204 1826
hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR- | hsa-miR-
16] 1304 1203 1206 548G 1208 548E 1274A 1274B 1267 1250 548N 1283 1247 1253 720 1260 664 1302 1300 1284 548L 1293 1825 1296
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ANNEXE 2

Liste complete des cibles validées in vitro pour
les miRs 137 et 375



hsa-mir-137

BAX BCL2-associated X protein LIF leukemia inhibitory factor
CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) MCL1 myeloid cell leukemia sequence 1
CDC42 cell division cycle 42 MECP2 methyl CpG binding protein 2
CDK6 cyclin-dependent kinase 6 MET met proto-oncogene
COX8A cytochrome c oxidase subunit VIIIA MIB1 mindbomb E3 ubiquitin protein ligase 1
CTBP1 C-terminal binding protein 1 MITF microphthalmia-associated transcription factor
DNMT1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 MYC v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog
E2F6 E2F transcription factor 6 NCOA2 nuclear receptor coactivator 2
EGFR epidermal growth factor receptor PTK2 PTK2 protein tyrosine kinase 2
EIF2C2 eukaryotic translation initiation factor 2C SIRT1 sirtuin 1
SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
EZH2 enhancer of zeste homolog 2 SMARCA5 . .
regulator of chromatin, subfamily a, member 5
GYPA glycophorin A SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2
HDAC9 histone deacetylase 9 TFRC transferrin receptor
. . translocase of inner mitochondrial membrane 8
JARID1B  lysine (K)-specific demethylase 5B TIMMS8A
homolog A
KDM1A lysine (K)-specific demethylase 1A VKORC1 vitamin K epoxide reductase complex, subunit 1
KRAS v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
hsa-mir-375
ABCE1 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 . » )
DGCR8 DiGeorge syndrome critical region gene 8
ADIPOR2 i i 2
o adiponectin receptor DICER1 dicer 1, ribonuclease type Il
AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 DLG4 discs, large homolog 4
ATN1 trophin 1
atrophin DNAI1 dynein, axonemal, intermediate chain 1
ATP6VOA1 ATP H ing, | 1V itat
évo ase, H+ transporting, lysosomal Vo subunit a DNMT1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1
ATPase, aminophospholipid transporter, class |,
ATP8A2 . I
type 8A, member 2 EIF2C2 eukaryotic translation initiation factor 2C
BDNF b g g hic f ELAV (embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila)-
in-deri t i t .
rain-derived neurotrophic factor ELAVL4 like 4
1QBP | 1 indi
aQ complement component 1, g subcomponent binding pr EPHB> EPH receptor B2
(«<E] h kine (C-C motif) ligand 1
chemokine (C-C motif) ligan ESR1 estrogenreceptor1
CDK lin-d dent kil
6 cyclin-dependentkinase 6 FABP4 fatty acid binding protein 4
COX8A cytochrome c oxidase subunit VIIIA GATA3 GATA binding protein 3




hsa-mir-375 (suite)

GPR137B
HNF1A
HNF4A
IARS
IFNG

IL13
IL17C

IL1A
IL23A
IQGAP1
JAK2
MAF
MAPK14
MAPK3
MTPN
NCAM1
NEUROG3
NODAL
NPAT

OBFC2A

G protein-coupled receptor 137B

HNF1 homeobox A

hepatocyte nuclear factor 4, alpha
isoleucyl-tRNA synthetase

interferon, gamma

Interleukin 13

Interleukin 17C

Interleukin 1A

Interleukin 23A

1Q motif containing GTPase activating protein 1
Janus kinase 2

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homolog

mitogen-activated protein kinase 14
mitogen-activated protein kinase 13
myotrophin

neural cell adhesion molecule 1
neurogenin 3

Nodal

nuclear protein, ataxia-telangjectasia locus
oligonucleotide/oligosaccharide-binding

fold containing 2A

PDCD4

PDK1

PDPK1

PLAG1

POLD3

PPARG

RASD1

RBJ

RETNLB

RHOA

RNASEN

SMYD3

TCF7L2

TIMMS8A

USP1

VIM

YAP1

YES1

YY1AP1

ZNFX1

programmed cell death 4

pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1
3-phosphoinositide dependent protein kinase-1
pleiomorphic adenoma gene 1

polymerase (DNA-directed), delta 3,

accessory subunit

peroxisome proliferator-activated receptor gamma
RAS, dexamethasone-induced 1

DnalJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 27
resistin like beta

ras homolog family member A

drosha, ribonuclease type il

SET and MYND domain containing 3
transcription factor 7-like 2

translocase of inner mitochondrial membrane
8 homolog A

ubiquitin specific peptidase 1

vimentin

Yes-associated protein 1

v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene
homolog 1

YY1 associated protein 1

zinc finger, NFX1-type containing 1
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ANNEXE 3

Liste compléte des ARNm inversement co-
regulés entre les miRs 137 et 375 et les résultats
du transcriptome.

Seuls les ARNm sur-exprimés sont cités ici (étant donné que les
miRs 137 et 375 sont sous-exprimés dans les APA)



MiR 137

ANKIB1

ANKRD17

ANKRD49

ATF7IP2

ATPSE

ATPAF1

C14o0rf153

C200rf142

Cgorfas

CDO1

CDRT4

CGNL1

CHD4

CLGN

CNOT6

COX11

CPOX

CRTAP

CTNND2

CTPS

CYFIP2

DCTN4

DDEF2

DDEFL1

DDX46

DHX40

DLC1

DNAJA2

ankyrin repeat and IBR domain containing 1
ankyrin repeat domain 17

ankyrin repeat domain 49

activating transcription factor 7 interacting
protein 2

ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1
complex, epsilon subunit

ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly
factor1

apoptogenic 1, mitochondrial

fat storage-inducing transmembrane protein 2 [
family with sequence similarity 219, member A
cysteine dioxygenase, type |

CMT1A duplicated region transcript 4
cingulin-like 1

chromodomain helicase DNA binding protein 4
calmegin

CCR4-NOT transcription complex, subunit 6
COX11 cytochrome c oxidase assembly homolog
coproporphyrinogen oxidase

cartilage associated protein

catenin (cadherin-associated protein), delta 2
CTP synthase 1

cytoplasmic FMR1 interacting protein 2

dynactin 4 (p62)

ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH
domain 2

ArfGAP with SH3 domain, ankyrin repeat and PH
domain 3

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 46
DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 40
deletedinliver cancer1

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily A, member 2

DSP
DTX2
EDEM1
EIF5
ENC1
EXOC4
EXOSC8
FARP1
FLRT2
FOSL2
FTSJ)3
GOLGA4
GOLPH3
GRM3
GSPT1
HDAC2
HMGB1
HSD3B2
HSDL2
IQSEC1
ITGB1
KIAA015
2
KIAA152
2
KLHL24
LAPTM5
LMO7

LOC202

459
LOC400

506

desmoplakin

deltex homolog 2 (Drosophila)

ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1
eukaryotic translation initiation factor 5
ectodermal-neural cortex 1 (with BTB-like domain)
exocyst complex component 4

exosome component 8

FERM, RhoGEF (ARHGEF) and pleckstrin domain
protein 1

fibronectin leucine rich transmembrane protein 2
FOS-like antigen 2

FtsJ homolog 3

golgin A4

golgiphosphoprotein 3

glutamate receptor, metabotropic 3

G1to S phase transition 1

histone deacetylase 2

high mobility group box 1

hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and
steroid delta-isomerase 2

hydroxysteroid dehydrogenase like 2

1Q motif and Sec7 domain 1

integrin, beta1

malectin

KIAA1522

kelch-like 24 (Drosophila)

lysosomal protein transmembrane 5

LIM domain 7

oligosaccharyltransferase complex subunit
pseudogene 1

chromosome 16 open reading frame 88




MiR 137 (suite)

LRP6

LRRC8D

MAP4K2

MGAT2

MRPS16

NAV3

NETO2

NR4A3

OAZ2

OMD

P15RS

PDK4

PIP5K1B

PNRC2

PPA2

PTPLAD2

RAB33B

RDX

REPIN1

RICS

RPESP

RPL39L

RPS23

RRS1

SCFD1

SEC23IP

SLMAP

low density lipoprotein receptor-related protein 6 SPECC1

leucine rich repeat containing 8 family, member D SPG20
mitogen-activated protein kinase kinase kinase

kinase 2 SPTBN1
mannosyl (alpha-1,6-)-glycoprotein beta-1,2-N-
acetylglucosaminyltransferase ST13
mitochondrial ribosomal protein S16 STs
neuron navigator 3 STAG2
neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 STK10

SYNGAP
nuclear receptor subfamily 4, group A, member3 1

ornithine decarboxylase antizyme 2 TBC1D1
ornithine decarboxylase antizyme 2 TCOF1
regulation of nuclear pre-mRNA domain

containing 1A TCP1
pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 4 TMED2

phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type I,

beta TRIM44
proline-rich nuclear receptor coactivator 2 TRIM45
pyrophosphatase (inorganic) 2 TUSC1
protein tyrosine phosphatase-like A domain

containing 2 UBE2H
RAB33B, member RAS oncogene family UBXD2
radixin UQCRB
replication initiator 1 UTRN
Rho GTPase activating protein 32 WWP1
somatomedin B and thrombospondin, type 1

domain containing ZFP36L2
ribosomal protein L39-like ZNF12
ribosomal protein S23 ZNF208

RRS1ribosome biogenesis regulator homolog (S.
cerevisiae) ZNF641

sect family domain containing 1 ZNF681

SEC23interacting protein

sarcolemma associated protein

sperm antigen with calponin homology and coiled-coil
domains 1

spastic paraplegia 20

spectrin, beta, non-erythrocytic 1

suppression of tumorigenicity 13

suppression of tumorigenicity 5

stromal antigen 2

serine/threonine kinase 10

synaptic Ras GTPase activating protein 1

TBC1 (tre-2/USP6, BUB2, cdc16) domain family,
member 1

Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1
t-complex 1

transmembrane emp24 domain trafficking protein 2
tripartite motif containing 44

tripartite motif containing 45

tumor suppressor candidate 1
ubiquitin-conjugating enzyme E2H

UBX domain protein 4

ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein
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WW domain containing E3 ubiquitin protein ligase 1
zinc finger protein 36, C3H type-like 2

zinc finger protein 12

zinc finger protein 208
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C1QBP
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CREB3L3
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DENND2D

DIRAS3

EPB41L2

HSPH1
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METTL5

acyl-CoA binding domain containing 4 [
amyotrophic lateral sclerosis 2

ankyrin repeat and MYND domain containing 2
annexin A2

ariadne homolog, ubiquitin-conjugating enzyme E2

binding protein, 1

aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator 2

acyl-CoA binding domain containing 4 [
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annexin A2
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binding protein

transmembrane protein 230
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cAMP responsive element binding protein 3-like 3
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 56
DENN/MADD domain containing 2D

DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3
erythrocyte membrane protein band 4.1-like 2
heat shock 105kDa/110kDa protein 1

interleukin 17D

methyltransferase like 5
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NAP1L1
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PCP4
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SMAD3
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TRIM2
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metastasis associated 1

nucleosome assembly protein 1-like 1

NIMA (never in mitosis gene a)- related kinase 9
neuronal pentraxin |

neutral sphingomyelinase (N-SMase) activation
associated factor

Purkinje cell protein 4

phosphodiesterase 8B

phosphoprotein enriched in astrocytes 15
pleckstrin homology-like domain, family B, member 1
plexin domain containing 2

palmitoyl-protein thioesterase 2

protein kinase C, eta

R3H domain containing 1

regulating synaptic membrane exocytosis 2
KIAA1210

solute carrier family 29 (nucleoside transporters),
member 3

SMAD family member 3

sprouty homolog 4 (Drosophila)

sulfatase 2

tripartite motif containing 2

ubiquitin-like modifier activating enzyme 2
vasohibin 1 [ Homo sapiens ]

zinc finger CCCH-type containing 10

zinc finger protein 91
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