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Identification
d’une nouvelle cible
des diurétiques thiazidiques

dans le rein

Dominique €Eladari, Régine Chambrey, Frangoise Leviel

Les transporteurs rénaux

de sodium, déterminants majeurs

de la pression artérielle

La quantité de chlorure de sodium (NaCl)
contenue dans I’organisme est le princi-
pal facteur qui détermine le volume du
fluide extracellulaire et, par conséquent,
la pression artérielle. Ainsi, une rétention
de sodium augmente la volémie, ce qui
éléve la pression artérielle, alors qu’une
perte de sodium a pour conséquence les
phénomeénes inverses. La quantité de
sodium est maintenue a un niveau tres
stable malgré des apports alimentaires
pouvant varier considérablement au
cours du temps et d’un individu a I’autre.
Pour assurer cette stabilité, le rein fil-
tre chaque jour une grande quantité de
sodium au niveau du filtre glomérulaire
(environ 25 moles, ce qui correspond
a environ 1,5kg de sel de table) dont
99,6 % seront réabsorbés par les cellu-
les épithéliales bordant la lumiere du
néphron. La fraction minime restante
(environ 0,4 %) correspond a la millimole
prés a la quantité apportée par I’alimen-
tation. Ainsi, la quantité de sodium pré-
sente dans 'organisme reste constante
grace a cet équilibre entre les apports
alimentaires et I'excrétion urinaire. Les
mécanismes a I’origine de I’hypertension
artérielle restent largement inconnus.
Néanmoins, ils semblent apparaitre avec
I’Gge et étre largement favorisés par un
régime riche en sel, avec une tendance
du rein a ne plus étre capable d’équili-
brer parfaitement les entrées digestives
et les sorties urinaires de sodium qui
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deviennent insuffisantes. Ceci provoque
I’accumulation progressive de sodium
dans I'organisme, une augmentation de
la volémie et finalement une hyperten-
sion artérielle. Par ailleurs, les aber-
rations de la régulation du transport
de NaCl, en particulier dans la partie
terminale du néphron (tubule contourné
distal, tube connecteur et canal collec-
teur), conduisent a une rétention exces-
sive de sodium dans "organisme qui est
a Porigine des syndromes cedémateux.
Par conséquent, les médecins ont depuis
longtemps percu 'intérét thérapeutique
majeur des composés pouvant augmen-
ter ’excrétion rénale du sodium: les
diurétiques.

La réabsorption rénale du sodium a lieu
tout le long du néphron et est effec-
tuée par des protéines spécialisées, les
transporteurs de sodium, exprimées au
pole apical des cellules qui capturent le
sodium de I'urine primitive pour le faire
entrer dans les cellules, et la pompe a
sodium basolatérale, la Na*/K*-ATPase,
qui fait sortir le sodium de la cellule
vers le sang au prix d’une consomma-
tion d’énergie. Les diurétiques, qui sont
en fait des agents natriurétiques (qui
augmentent I’élimination urinaire de
sodium), agissent en inhibant les trans-
porteurs, et I'identification précise de
leurs cibles moléculaires respectives a
été a I'origine de la connaissance de la
physiologie moléculaire des transpor-
teurs épithéliaux. Cette identification
a été initialement basée sur des obser-
vations physiologiques chez "animal.
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Le site d’action des différentes classes
de diurétiques a été d’abord identi-
fié grace a des études de clairance
du sodium, du chlore et du potassium,
et grdce au développement de micro-
techniques, comme la microponction
de segments du néphron in vivo ou la
microperfusion in vitro de segments de
néphron isolé. Par la suite, la confir-
mation des transporteurs impliqués est
devenue possible grace aux techniques
de clonage et d’expression hétérologue
et aux études génétiques ayant per-
mis d’élucider I'origine des syndromes
humains qui reproduisent les effets de
I’administration des différentes classes
de diurétiques. Ainsi, quatre transpor-
teurs de sodium jouant un rdle majeur
dans la régulation de la balance sodée
on été distingués (pour revue voir [1]).
Il s’agit de I’échangeur Na*/H* NHE3
(Na*/H* exchanger isoform 3) qui est la
cible de 'acétazolamide et qui est pré-
sent dans le tube contourné proximal, le
cotransporteur NKCC2 (Na*-K*-2Cl co-
transporter 2) inhibé par le furosémide
et qui réabsorbe le sodium dans 'anse
de Henlé, le cotransporteur NCC (Na*-CI”

Atrticle disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/2010265549
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cotransporter) inhibé par les diurétiques
thiazidiques dans le tube contourné
distal, et enfin le canal a sodium ENaC
(epithelial Na* channel) des cellules
principales du canal collecteur, sensible
a ’amiloride. Des mutations dans I'un ou
I’autre de ces transporteurs sont impli-
quées dans des désordres génétiques
rares modifiant la pression artérielle. En
outre, il a été démontré récemment que
des modifications partielles de 'activité
de certaines de ces molécules influen-
cent le niveau de pression artérielle au
niveau de la population [2].

Lefficacité des diurétiques
thiazidiques dans le traitement

de I’hypertension reste mystérieuse
Parmi les différentes classes de diu-
rétiques inscrites a la pharmacopée,
la classe des diurétiques thiazidiques
occupe une place tout a fait primor-
diale. U'hydrochlorothiazide est I'un des
plus anciens agents diurétiques iden-
tifiés. Ce composé, initialement déve-
loppé par modification chimique de
I’acétazolamide, un autre diurétique
[3], et ses dérivés, figurent en 2010
parmi les diurétiques les plus prescrits
dans le monde. En effet, les thiazidiques
font partie des agents recommandés en
premiere intention dans le traitement
de I’hypertension artérielle essentielle
non compliquée. La grande majorité des
études qui visent a traiter I’hypertension
incluent systématiquement un diuréti-
que thiazidique en premiére intention
ou en association avec d’autres classes
d’antihypertenseurs. L'importance de ces
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diurétiques est tout simplement due au
fait qu’ils font partie des rares molécu-
les a avoir démontré leur efficacité tant
sur le controle des chiffres tensionnels
que sur la diminution de la mortalité ou
des morbidités associées a I’élévation
de la pression artérielle [4, 5, 10]. Cette
efficacité est cependant surprenante. €n
effet, la cible classique des diurétiques
thiazidiques, le cotransporteur NCC, est
exprimée dans un segment du néphron,
le tube contourné distal, qui représente
moins de 5% de la masse épithéliale
rénale et qui réabsorbe seulement 7 %
de la quantité de sodium filtrée par le
glomérule. Par comparaison, le cotrans-
porteur NKCC2, qui est la cible d’un autre
diurétique, le furosémide, est responsa-
ble de la réabsorption de 30 % de cette
charge filtrée. €n d’autres termes, bien
qu’il ait une action diurétique quatre
fois moins puissante que le furosémide,
I’hydrochlorothiazide semble bien plus
efficace. De plus, certains effets béné-
fiques ou néfastes de I’hydrochlorothia-
zide sont difficilement expliqués. Par
exemple, I"hydrochlorothiazide favorise
la survenue d’un syndrome métabolique
ou favorise la vasodilatation artérielle,
alors que ni les arteres, ni le pancréas,
le muscle, le foie ou les adipocytes
n’expriment NCC.

Un nouveau systéme

de transport de sodium identifié

dans le rein mais non restreint au rein
Afin d’expliquer ces mécanismes d’ac-
tion de I’hydrochlorothiazide, nous
avons tout d’abord voulu démontrer de

Figure 1. Evolution de la natriurése aprés
administration de 4 mg par jour d’hydrochlo-
rothiazide (HCTZ) ou du solvant chez des souris
NCC** ou NCC/. Chez les souris NCC**, la
natriurese est stimulée dés le jour J1 de I'ad-
ministration et reste supérieure, a J2, a celle
des souris auxquelles on administre le solvant.
Chez les souris NCC~, bien que la réponse soit
moindre en amplitude, la natriurése est stimu-
lée par ’HCTZ au deuxieme jour attestant de
la présence d’une autre cible moléculaire que
NCC pour "HCTZ.

facon indiscutable que tous les effets de
ce composé ne sont pas liés a I'inhibition
du cotransporteur NCC. Nous suspec-
tions I'existence d’un autre transporteur
de sodium sensible aux thiazidiques
dans les cellules épithéliales rénales car
des études antérieures sur des canaux
collecteurs de rat isolés et perfusés
in vitro avaient démontré que ce diu-
rétique est capable d’inhiber 50 % de
I’absorption de sodium alors que ce
segment de néphron n’exprime pas NCC.
Nous avons donc dans un premier temps
administré le diurétique a des souris
KO (knock-out) pour I’expression de
NCC [6]. €n effet, en I"absence de la
cible moléculaire de I’hydrochlorothia-
zide, la réponse a ce composé aurait
di étre nulle chez ces souris. Pourtant,
I’hydrochlorothiazide est capable de
bloquer une fraction de I’absorption de
sodium (Figure I) et donc d’augmenter
la natriurése des souris, et ceci malgré
I’absence du cotransporteur NCC, ce qui
prouve la présence d’un autre transpor-
teur de sodium sensible a ce composé.

Compte tenu de I’étude antérieure qui
suggere que ce transporteur est localisé
dans le canal collecteur, nous avons
ensuite caractérisé le transport de
sodium et de chlore dans des canaux
collecteurs isolés manuellement par
microdissection et perfusés in vitro. €n
couplant I'usage de différents diuré-
tiques a lutilisation de souris KO pour
différents transporteurs de sodium nous
avons démontré de facon directe que le
canal collecteur exprime deux systémes
de transport de sodium [7]: (1) le canal



Urine Sang
Cellule principale
K*
ROMK K* « Echange Na*/K*»
Na* ATP « Sensible a I’amiloride
a Ng * Résistant aux thiazidiques
ENaC - Electrogénique

Cellule intercalaire

Cl-
i Pds

HCO

3

'\

Réabsorption de NaCl
+ Sensible aux thiazidiques
« Résistant a I’amiloride

ON

Na: 2(HC03‘) K . Electroneutre
NDCBE ATP
Cl
Na*

a sodium épithélial ENaC qui repré-
sente le systeme « classique » et dont la
caractéristique est de relayer un trans-
port électrogénique de sodium, favori-
sant la sécrétion de potassium, insen-
sible a I’hydrochlorothiazide et inhibé
par I"amiloride ; (2) un transport de NaCl
électroneutre, sensible a I’hydrochlo-
rothiazide et insensible a 'amiloride et
qui résulte du couplage fonctionnel de
deux échangeurs d’anions: la pendrine
et NDCBE (pour Na*-driven chloride
bicarbonate exchanger) (Figure 2).

Par ailleurs, nous avons démontré que
I’expression de NDCBE, contrairement a
NCC, n’est pas restreinte au rein, ce qui
pourrait expliquer certains des effets
des diurétiques thiazidiques, en particu-
lier au niveau des artéres et du cerveau.

Les cellules intercalaires,

de nouveaux participants

a la régulation de la pression artérielle
Un nouvel aspect de notre travail est
I"identification de la localisation de ce
nouveau systeme de transport de NaCl
dans les cellules intercalaires du canal
collecteur. €n effet, le canal collecteur
représente le dernier segment de néph-
ron avant I'excrétion de I'urine dans les
voies urinaires. Cet épithélium a donc
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pour fonction I"agjustement ultime de
la composition de I'urine et a ce titre
joue un rdle majeur dans la régulation
de ’homéostasie. Pour assumer cette
fonction, le canal collecteur est équipé
d’un épithélium hautement spécialisé
et surtout, contrairement aux autres
segments du néphron, il est de compo-
sition cellulaire hétérogene. Se distin-
guent ainsi les cellules principales et
les cellules intercalaires, elles-mémes
subdivisées en deux types A et B, sur la
base de la polarisation de la H*-ATPase
vacuolaire. Classiquement, chacun de
ces types cellulaires différents a une
fonction extrémement définie. Ainsi,
les cellules principales qui sont équi-
pées d’aquaporines (canaux a eau), du
canal épithélial a sodium ENaC et du
canal potassique ROMK (rectifying outer
medullary potassium channel) sont
considérées comme dédiées a la réab-
sorption de sodium et d’eau et a I’élimi-
nation du potassium. Les cellules inter-
calaires de type A expriment la pompe
& protons vers le pdle urinaire (apical)
et I’échangeur CI"/HCO3;~ A€l (anion
exchanger, aussi connu sous le nom de
bande 3) au pdle basolatéral et sont
donc équipées pour excréter de I’acide
et absorber du bicarbonate. Les cellules

Figure 2. Schéma des principaux systémes
de transport impliqués dans ’absorption de
sodium dans le canal collecteur. ENaC : epithe-
lial sodium channel ; ROMK: rectifying outer
medullary K* channel ; Pds : pendrine ; NDCBE :

Na-driven ClI” bicarbonate exchanger.

intercalaires de type B, qui expriment la
pompe a protons au pole basolatéral et
I’échangeur CI"/HCO3™ pendrine au pdle
urinaire, servent a excréter des bases et
a absorber de 'acide.

Nous démontrons dans notre étude que
le méme échangeur apical pendrine des
cellules intercalaires de type B peut
également fonctionner couplé a NDCBE
pour réaliser non plus un échange CI°
/HCO3”, mais bien une absorption nette
de NaCl.

Nos données impliquent donc qu’il existe
en fait une intrication plus poussée des
différentes fonctions homéostatiques
de I’épithélium du canal collecteur et
suggerent que le schéma classique dans
lequel les cellules principales régulent
la volémie et la pression artérielle, alors
que les cellules intercalaires servent
exclusivement a réguler I’état acide-
base, doit étre remis a jour.

La physiologie, une discipline

toujours d’actualité pour développer
des stratégies thérapeutiques ciblées
Au-dela de I'identification d’un nouveau
transporteur de sodium et d’une nou-
velle cible des diurétiques thiazidiques
dans le rein, I’observation que nous
rapportons illustre parfaitement une des
nouvelles tendances en physiologie. €n
effet, I'identification de NDCBE comme
nouvelle cible des diurétiques thiazi-
diques a été la conséquence directe de
I'utilisation des modéles de souris dont
les genes codant les différents trans-
porteurs rénaux ont été spécifiquement
inactivés. Uimplication de ces transpor-
teurs dans le transport transépithélial
de sodium a été éliminée ou confirmée
de fagon bien plus directe et définitive
qu’en utilisant des agents pharmaco-
logiques. Les modeles de souris KO pour
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les différents transporteurs avaient déja
été générés et étudiés en détail par
d’autres laboratoires. L'identification de
la nouvelle cible de I’hydrochlorothia-
zide n’a été rendue possible que grdce
a Putilisation de techniques physiolo-
giques anciennes que nous avons main-
tenues au laboratoire et adaptées a la
souris, ce qui nous a permis d’étudier
directement la fonction de transport
transépithélial sur des tubules isolés du
tissu frais. Cette technique de micro-
perfusion de tubules isolés, qui a été
développée dans les années 1960 [8],
est progressivement tombée en désué-
tude comme la plupart des techniques
physiologiques, et a quasiment disparu
des laboratoires du monde entier depuis
1980. Nos résultats démontrent que ces
méthodes restent particulierement uti-
les et plaident pour une intégration de
ces approches «anciennes » hautement
spécialisées dans I’étude de la fonction
de la molécule dans I'organisme ainsi
que dans I’étude d’agents pharmaco-
logiques potentiels. ¢

Identification of a new target
for thiazidic diuretics in kidney

2]
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liberté d’expression est autorisée.
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Présentation des références

Appelées dans le texte par leurs numéros
entre crochets ([1], [2], [3-5]) et classées
par ordre d’apparition dans Iarticle.
Mentionner tous les noms des auteurs, sui-
vis des initiales de leurs prénoms, jusqu’au
nombre de 4. Au-delq, les 3 premiers le sont,
suivis de et al. (en italique).

Le style M/S est inclus dans la liste des styles
référencés dans EndNote (voir liste complé-
mentaire « get more on the web » téléchar-
geable a partir de la rubrique style manager
du site Endnote)

Pour les articles de revues scientifiques
Exemple : Sivori S, Falco M, Della Chiesa M,
et al. CpG and double-stranded RNA trigger
human NK cells by Toll-like receptors : induc-
tion of cytokine release and cytotoxicity
against tumors and dendritic cells. Proc Nat!
Acad Sci USA 2004 ; 101:10116-21.

Pour les ouvrages
Exemple : Kupiec JJ, Sonigo P. Ni Dieu ni géne.
Paris : Seuil, 2004 : 230 p.

Pour les chapitres d’ouvrages

Exemple : Ménard D, Beaulieu JF, Boudreau F,
et al. Gastrointestinal tract. In: Unsicker K,
Krieglstein K, eds. Cell signaling and growth
factors. New York : Wiley, 2005 : 755-90.

Trés important: les auteurs sont priés de
mentionner tout conflit d’intérét potentiel
concernant le manuscrit soumis a publi-
cation dans m/s, en particulier de nature
financiére. Cette information sera gar-
dée confidentielle par la rédaction de m/s
jusqu’a la publication de Iarticle.

Rédaction Paris :
secretariat@medecinesciences.org
tél: 0155641393

Rédaction Québec :
medecine.sciences@bellnet.ca
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> Grdce a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales

Des articles rédigés par des médecins
et des chercheurs reconnus sur la scene

internationale qui posent avec rigueur les

bases des débats scientifiques.
Des syntheses, éditoriaux, dossiers tech-

@

Chaque mois,
avec les articles de référence de M/S

niques et analyses toujours replacés dans
leur contexte pour que I'information soit
la plus exacte, intelligible et objective.

Chaque jour, La dimension humaine privilégiée, avec

sur www.medecinesciences.org I’analyse des retombées diagnostiques,

thérapeutiques, la prévention et I’éthi-

Médecine/Sciences que liées aux nouvelles avancées.
est indexé dans . air ot concis de Iactualite

. n panorama clair et concis de I"actualité
PubMed/Medline

scientifique :

des nouvelles, des breves,

Current Contents, série Life Sciences
EMBASE/Excerpta Medica

et
perspectives pour qu’aucun fait signifi-

des données chiffrées, des reperes
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