les cellules sensorielles des souris doubles-
mutantes ? Dans de trés nombreux cas de
surdité congénitale touchant des genes
exprimés dans les cellules sensorielles, les
structures ciliées apicales sont endom-
magées. Dans le cas des souris Tmcl/2
doubles-mutantes, la structure apicale
reste relativement bien conservée durant la
1" semaine postnatale. Nous nous sommes
donc demandé si la réintroduction des
genes manquants pourrait permettre de
rétablir la mécanosensibilité des cellules
ciliées. Nous avons ainsi créé des vecteurs
adénoviraux nous permettant de réintro-
duire les génes Tmel et/ou Tmc2 dans les
cellules ciliées de cochlées prélevées durant
la 1" semaine postnatale chez les souris
doubles-mutantes (TmcI42 ; Tmc22%). La
réintroduction des génes Tmcl ou Tmc2
restitue la mécanosensibilité dans les cel-
lules ciliées cochléaires (Figure 1C), ce qui
n'est pas le cas pour la forme mutante
dn de Tmcl [8]. Ces résultats sont trés
encourageants car ils suggerent qu’ajouter
le maillon manquant durant la période
critique du développement permettrait de
rétablir le fonctionnement des récepteurs
sensoriels de I'oreille. Il est envisageable
que I'application de cette technique in vivo
chez la souris double-mutante puisse ainsi
restituer, au moins en partie, une récepti-
vité auditive et vestibulaire.

Les protéines transmembrane
channel-like (TMC) :

une famille au réle inconnu

Tandis que huit genes appartenant a la
famille des TMC ont été identifiés chez les
vertébrés, leur fonction reste inconnue.
Dans I'oreille interne, TMC1 et TMC2 sont
nécessaires au bon fonctionnement des cel-
lules ciliées durant le développement. lIs
contribuenta linitiation et au bon fonction-
nement du complexe moléculaire mécano-
sensible présent a I'extrémité des stéréocils.
Forment-ils le canal de mécanotransduc-
tion dont I'identité reste un mystére ? Bien
que cela soit possible, il reste a démontrer
que ces molécules sont capables de former
un canal transmembranaire dont les pro-
priétés biophysiques (en particulier per-
méabilité et pharmacologie) reflétent celles
des canaux mécanosensibles des cellules
ciliées. Les genes Tmc sont exprimés dans de
nombreux tissus [9] et ils codent pour des
protéines possédant 6 a 8 domaines trans-
membranaires relativement bien conservés
entre I’lhomme et la souris (75 @ 96 % d’ho-
mologie). De tels chiffres suggérent que ces
protéines jouent un role essentiel, non seu-
lement dans les cellules ciliées, mais aussi
dans de nombreux autres types cellulaires
- peut-étre mécanosensibles. ¢

TMC1 and TMC2: key partners

in hearing and vestibular function

NOUVELLE

KLHL3 et CULLIN-3

Deux nouveaux genes responsables
d’une forme mendélienne d’hypertension

artérielle

Hélene Louis-Dit-Picard 12, Juliette Hadchouel'?,

Xavier Jeunemaitrel%3

Role des genes WNK1, WNK4 et KLHL3
dans I’hypertension hyperkaliémique
familiale

L'étude des formes mendéliennes d’hyper-
tension artérielle, a permis des avancées
remarquables dans la compréhension des
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mécanismes de régulation de la pression
artérielle, en dépit de la rareté de ces
formes. L’hypertension hyperkaliémique
familiale (HHF), aussi connue sous le terme
de syndrome de Gordon ou de pseudo-
hypoaldostéronisme de type 2, est une de

ces formes rares d’hypertension artérielle,
transmise essentiellement selon un mode
autosomique dominant [1]. Les sujets
atteints présentent des anomalies méta-
boliques associant hyperkaliémie, aci-
dose métabolique et hyperchlorémie en
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de chaque famille. Un seul
gene, KLHL3 (Kelch-like 3),
présentait, chez les cas
atteints des deux familles,

y557¢C des mutations faux-sens
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Figure 1. Schéma de la protéine KLHL3 et localisation de ’ensemble des mutations retrouvées dans [’hypertension
hyperkaliémique familiale. La protéine KLHL3 est composée de 3 domaines différents : un domaine BTB (Bric-
a-brac, Tramtrack, Broad complex), responsable de la dimérisation de la protéine ; un domaine BACK (BTB and
carboxy-terminal Kelch) et un domaine KELCH, composé de 6 motifs Kelch formant une hélice a 6 pales de feuillets

B. Les 37 mutations différentes (22 hétérozygotes et 15 homozygotes représentées en gras) sont essentiellement

N

« Interactions protéines-protéines
+ Liaisona I'actine

des mutations faux-sens situées dans le domaine KELCH [5, 6].

I’absence de toute insuffisance rénale.
Ces désordres métaboliques, associés a
la grande efficacité des diurétiques thia-
zidiques révelent une anomalie primaire
de réabsorption ionique au niveau du rein.
€n 2001, nous avions identifié, en col-
laboration avec I’équipe de R.P. Lifton
(Université de Yale, New Haven, Etats-
Unis), les deux premiers génes respon-
sables de cette pathologie [2]. Ces
deux geénes, WNKI et WNK4 (With no K
[lysine]), codent pour deux sérine thréo-
nine kinases de structure et d’expression
particulierement complexes [3]. Par la
suite, des études in vitro puis in vivo ont
montré les fonctions activatrices et inhi-
bitrices de WNK1 et WNK4 sur plusieurs
transporteurs ioniques, en particulier le
cotransporteur Na*-CI, NCC [4].

Cependant, les mutations trouvées dans les
genes WNKI et WNK4 n’expliquent qu’une
partie minoritaire des cas décrits. Un ou
plusieurs autres géne(s) devrai(en)t donc
étre également responsable(s) de cette
pathologie. Deux publications récentes
viennent de combler cette lacune en iden-
tifiant le role essentiel d’un mécanisme
moléculaire de dégradation protéique par
ubiquitination dans la régulation du trans-
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port ionique et de la pression artérielle [5,
6]. Les deux équipes - dont la ndtre - ont
utilisé les outils modernes de la génétique
humaine, en particulier des études d’exome
entier, pour la recherche de mutations
codantes dans une pathologie rare.

Notre étude a associé deux stratégies : une
étude de liaison classique par Lod score!
et la recherche de variants codants par
analyse d’exome entier [6]. La recherche
d’un intervalle de liaison a été effectuée a
partir de deux familles qui ne présentaient
pas de mutations dans les genes WNKI
et WNK4. une d’entre elles a été recru-
tée dans le département de génétique
de I’hopital européen Georges Pompidou
(HEGP) & Paris (Dr X. Jeunemaitre), I"autre
a Pinstitut du thorax a Nantes (Inserm UMR
915, Dr J.J. Schott). Une seule région était
commune aux deux familles (5g31.2) avec
un Lod score cumulé trés significatif (9,0).
Cette étude de liaison a été complétée
par un séquencage d’exome entier chez
trois cas atteints et un sujet non atteint

! Le Lod score est défini comme le logarithme décimal du
rapport de la probabilité d’observation d’une famille sous
I’hypotheése d’une liaison d’une distance Q entre deux locus
a la probabilité d’observation de cette méme famille sous
I’hypothése d’indépendance.

tion-pathologie dans les
deux familles initiales et
par I'identification de 14
autres mutations faux-
sens supplémentaires chez
17 autres sujets atteints
non apparentés. Dans 13
cas, la mutation était pré-
sente a I'état hétérozygote,
en accord avec la trans-
mission dominante atten-
due. Dans quatre cas issus de familles
consanguines, la mutation était présente
a I’état homozygote, correspondant a une
forme apparemment récessive [6]. Lex-
pression forte de KLHL3 dans le néphron et
sa colocalisation avec le cotransporteur
NCC dans le tubule contourné distal ren-
forcaient les arguments de causalité de ce
géne dans la pathologie.

Les mutations de KLHL3 et Cullin-3
modifient I’expression

d’un transporteur rénal ionique

A la méme période, une équipe améri-
caine identifiait indépendamment par
analyse d’exome entier le méme géne,
KLHL3, comme responsable de la patho-
logie [5]. Elle répertoria 24 mutations
différentes, la plupart faux-sens, mais
également non-sens, petites délétions
et mutations d’épissage. Seize muta-
tions étaient présentes a I’état hété-
rozygote, huit a I’état homozygote ou
hétérozygote composite, expliquant ainsi
la présentation parfois dominante ou
récessive de la pathologie. 'ensemble
des mutations KLHL3 retrouvées par les
deux équipes sont indiquées dans la



Conditions
physiologiques

Figure 2. Modéle proposé pour

’ ( ou Cullin-3

Mutations KLHL3

expliquer les modifications d’ex-

pressiondu cotransporteur NCCen

présence de mutations des génes
KLHL3 et Cullin-3. Un schéma

{ ((k::
0 €

NCC , . .
NG’ K d’un tubule rénal est repré-
- senté a gauche. Le cotranspor-

=~ teur Na*~CI” (NCC) imé
Na* (%) Na'| eur Na est exprime
Cl, / 3 dans le tube contourné distal
Na \**(,3 (DCT). Au niveau cellulaire,
(o = °NC

C KLHL3 et culline-3 participent
a la régulation de son activité
via un processus d’ubiquitina-

tion. Culline-3 est une protéine

appartenant au complexe €3

J ubiquitine ligase dégradant les

protéines via le protéasome

apres ubiquitination. KLHL3 est un partenaire d’interaction de la culline-3, essentiel pour la reconnaissance des substrats, dont NCC. Dans le cas de

I’hypertension hyperkaliémique familiale, les mutations de KLHL3 ou culline-3 empéchent 'interaction de NCC avec le complexe €3 ligase, diminuant

ainsi sa dégradation, ce qui a pour conséquence une augmentation de son expression et de son activité a la membrane, et donc une absorption accrue

de NaCl. CCD : cortical collecting duct ; DCT : distal convoluted tubule ; PCT : proximal convoluted tube ; TAL : thick ascending limb of the loop of Henle.

Figure 1. De plus, I"équipe de R.P. Lifton
montrait la présence de mutations hété-
rozygotes du gene Cullin-3 chez 17 autres
sujets atteints. Ces mutations, survenant
pour la plupart de novo, étaient détec-
tées dans des formes plus séveres de la
pathologie. Toutes correspondaient a des
mutations d’épissage de I’exon 9 du gene
Cullin-3. Nous avons confirmé par la suite
ce méme type de mutations chez sept
sujets atteints, ayant aussi une forme
précoce et sévere de la pathologie.

KLHL3 et culline-3 :

partenaires d’un complexe
d’ubiquitination de protéines

impliquées dans le transport rénal

Que sont donc les protéines Kelch-like 3
et culline-3 ? La protéine Kelch-like 3
appartient a la famille des protéines
a domaine BTB-BACK (broad-complex,
tramtrack and bric a brac - BTB and
C-terminal Kelch) liant I’actine par leur
domaine KELCH [7]. Ce domaine est com-
posé de six motifs Kelch (57 acides ami-
nés chacun), séquences permettant de
lier des substrats pour la liaison a la
culline-3. Les cullines sont des protéines
essentielles du complexe €3 ubiquitine
ligase dirigeant les protéines cibles vers

m/s n° 8-9, vol. 28, aolit-septembre 2012

la dégradation par le protéasome apres
ubiquitination [8]. La spécificité d’ubi-
quitination de multiples substrats est
obtenue essentiellement par la possibilité
d’interaction avec de trés nombreuses
protéines BTB, dont les protéines Kelch.

Ces éléments orientaient donc vers la
présence de mutations « perte de fonc-
tion » pour Kelch-like 3 et culline-3,
ces deux partenaires participant a un
complexe d’ubiquitination de protéines
impliquées dans le transport rénal. Le
cotransporteur NCC devenait un candidat
idéal tant par son réle connu dans la
pathologie que par sa coexpression dans
le néphron distal avec Kelch-like 3 [6]. Le
niveau d’expression membranaire de NCC
est soumis @ une régulation complexe,
impliquant des mécanismes controlant
son adressage d la membrane, mais aussi
sa dégradation. Une étude récente a mis
en évidence que NCC pouvait étre sou-
mis a une dégradation dans le réticulum
endoplasmique, Iubiquitination partici-
pant & cette dégradation [9]. Un deu-
xiéme niveau de régulation, post-traduc-
tionnel, de NCC concerne son expression
membranaire et fait vraisemblablement
intervenir plusieurs mécanismes dont
I’endocytose de ce cotransporteur [10].

Kelch-like 3 et culline-3 pourraient par-
ticiper a ce processus en modulant I'ubi-
quitination de NCC. Nous avons d’abord
testé la régulation conjointe de Kelch-
like 3 et NCC dans des conditions hypo-
toniques, conditions connues comme
entrainant une redistribution de NCC des
vésicules subapicales cytoplasmiques
vers la membrane apicale dans le rein
[11]. Sous Pinfluence d’un milieu hypo-
tonique, I"expression membranaire de NCC
dans des cellules HEK293T transfectées
augmente de 50 %, alors que celle de
Kelch-like 3 est diminuée de 30 %. De
plus, "inhibition de I’expression de Kelch-
like 3 par ARN interférence dans un milieu
classique augmente I'expression mem-
branaire de NCC, suggérant que KLHL3
est un facteur de régulation négatif de
I’expression membranaire de NCC [6].

Modéle d’interaction entre
KLHL3-culline-3 et NCC

Un modeéle schématique d’interaction
entre Kelch-like 3-culline-3 et NCC est
résumé dans la Figure 2. Kelch-like 3
et culline-3 participent a la structure
d’un complexe €3 ligase ayant pour cible
le cotransporteur NCC dans le néphron
distal. €n I’absence de mutation, ce
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complexe permet la dégradation par le
protéasome d’une partie des protéines
NCC produites dans le réticulum endo-
plasmique. €n présence de mutations des
genes KLHL3 ou Cullin-3, P’interaction
des protéines avec leur substrat NCC est
altérée et la dégradation du cotrans-
porteur via le protéasome est réduite.
€n conséquence, un plus grand nombre
de molécules NCC seraient présentes a la
membrane, entrainant I’augmentation de
I’activité de réabsorption rénale d’ions
Na*® et CI". Cette activité accrue de NCC
rend compte de la grande sensibilité des
patients aux diurétiques thiazidiques, NCC
étant la cible privilégiée de ces agents
pharmacologiques.

Une nouvelle voie de recherche

De nombreux points restent a éluci-
der, parmi lesquels : existe-t-il d’autres
transporteurs cibles de ce systeme d’ubi-
quitination ? Existe-t-il d’autres pro-
téines Kelch (famille de 38 membres)
capables de lier la culline-3 au niveau
rénal et de jouer un réle dans la régula-

tion du transport ionique et de la pression

artérielle ? Quelles sont les interactions
directes et indirectes entre les différents
partenaires ? Quelles sont les relations
avec WNK1 et WNK4 dont les mutations
sont responsables de la méme pathologie ?
Comment expliquer que des mutations dans
des protéines aussi ubiquitaires entrainent
un phénotype essentiellement rénal ?

€n conclusion, deux études paralleles ont
identifié deux genes inattendus respon-
sables d’une forme mendélienne d’hyper-
tension artérielle. Les protéines corres-
pondantes appartiennent a un mécanisme
de dégradation de molécules impliquées
dans le transport ionique. Comme cela fut
le cas pour les génes WNKI et WNK4 dix
ans auparavant, la découverte de muta-
tions dans des genes codant pour des
acteurs insoupgonnés pose de nombreuses
questions physiopathologiques et ouvre
une nouvelle voie de recherche. ¢

KLHL3 and CULLIN-3: new genes
involved in familial hypertension
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Impact des nouveaux
antirétroviraux

chez les patients infectés

par le VIH en échec virologique

Dominique Costagliola

> Les antirétroviraux, qui permettent de
contrdler la charge virale du VIH (virus
de I'immunodéficience humaine), sont
apparus sur le marché en 1987. Il s’agis-
sait d’inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse. Jusqu’en 1996,
ils ont été principalement utilisés en
mono- ou bithérapie. A partir de 1996,
une deuxieme famille est apparue, les
inhibiteurs de protéase ; puis, en 1998,
une troisieme famille, les inhibiteurs
non nucléosidiques de la transcriptase

m/s n° 8-9, vol. 28, aolit-septembre 2012
DOl :10.1051/medsci/2012288011

inverse. 'association de ces molécules
en trithérapies a conduit a une spec-
taculaire amélioration du pronostic des
patients infectés par le VIH. Néanmoins,
dés la fin des années 1990, certains
patients étaient porteurs de virus résis-
tants aux médicaments de ces trois
familles, et peu d’options thérapeu-
tiques alternatives existaient. Dans la
plupart des publications décrivant cette
situation d’impasse thérapeutique, les
antirétroviraux avaient été prescrits
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initialement sous la forme de mono- ou
bithérapies a la majorité des patients
[1-3].

Le projet PLATO Il (Pursuing later treat-
ment option I1), qui regroupe des popu-
lations de patients atteints du VIH dans
le cadre du programme européen COHERE
(Collaboration of observational HIV epi-
demiological research europe), s’est
fixé pour objectif de caractériser les
patients résistants aux trois premiéres
familles d’antirétroviraux en Europe de
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