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Préambule

Le rein greffé est un organe confronté en permanence a des agressions pouvant
entrainer des altérations structurelles et fonctionnelles, qui, sur le long terme, contribueront
au développement de Iésions vasculaires, glomérulaires ou tubulo-interstitielles
irréversibles pouvant conduire a une dysfonction complete de 1’organe. L’insuffisance
rénale chronique, une fois installée et lorsqu’elle devient terminale, oblige les patients a
recourir a une méthode de suppléance, la dialyse, en attendant la transplantation d’un
nouvel organe.

L’amélioration de [Defficacité des traitements immunosuppresseurs a permis de
stabiliser la survie du greffon rénal a plus de 92% a un an et a environ 64% a 10 ans
(Rapport annuel de 1'Agence de la biomédecine, 2010). Cependant, la pénurie d’organes
augmente régulicrement puisque le nombre de nouveaux patients en attente de greffe
augmente d’année en année alors que le nombre de greffes réalisées depuis 2008 tend au
mieux a se stabiliser voire a diminuer (Rapport annuel de 1'Agence de la biomédecine,
2010). II est donc essentiel de préserver au maximum la fonction rénale du greffon afin
d’allonger sa survie.

Une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans le développement des
1ésions structurelles du greffon rénal est donc essentielle. Cela permettrait de développer
de nouveaux biomarqueurs de souffrance tissulaire et cellulaire plus sensibles et ainsi
d’effectuer un dépistage précoce d’une situation pathologique, de rejet ou de
néphrotoxicité par exemple, et de mettre en place un traitement plus adapté et plus
efficace.

L’objectif de ce travail s’inscrit dans cette nécessité d’une meilleure compréhension
des mécanismes générant des réponses inflammatoire et angiogénique activées en réponse

aux stress microenvironnementaux.



Introduction




Partie 1 : Le greffon rénal : cible de multiples agressions

Le rein est un organe vital complexe (Figures 1 et 2) qui exerce plusieurs fonctions
majeures telles que 1’élimination de déchets métaboliques et toxiques, le maintien de
I’équilibre hydro-électrique et acido-basique et la régulation de la pression artérielle.
Cependant, le parenchyme rénal, et en particulier le rein transplanté, est soumis a de
multiples agressions toxiques, ischémiques ou immunologiques qui activent des réponses
d’adaptation aux stress dans tous les types cellulaires. Si ces stress sont répétés ou trop
intenses, ils pourront déclencher un programme de mort cellulaire comme 1’apoptose. En
plus de la régulation de la survie cellulaire, ces programmes adaptatifs sont impliqués dans
le remodelage tissulaire et la fibrogenese, ce qui peut conduire a des altérations

structurelles et fonctionnelles irréversibles.

I. Agressions du greffon rénal

Au moment méme d’étre prélevé chez le donneur, le rein est soumis a de multiples
agressions qui vont perdurer de maniere plus ou moins intense et répétée tout au long de sa
vie. Ces agresseurs, qui peuvent étre d’origine immunologique (inflammation, activation
du complément, cytotoxicité lymphocytaire et humorale), toxique (toxicité des inhibiteurs
de la calcineurine en particulier), ischémique (ischémie froide, raréfaction capillaire,
artériopathies) ou métabolique (hyperglycémie, dyslipidémie), sont responsables, a
I’échelle cellulaire, de modifications microenvironnementales pouvant endommager les
organites et les macromolécules intracellulaires, telles que les protéines, les lipides, I’ADN
ou I’ARNm. Ces fluctuations du microenvironnement vont générer un stress cellulaire
obligeant les cellules a activer des réponses adaptatives, comme [’élimination des
macromolécules endommagées (Kroemer et al., 2010), D'arrét du cycle cellulaire,
I’activation ou I’inhibition de la traduction protéique (Spriggs et al., 2010). Ces processus
adaptatifs visent a préserver les fonctions cellulaires élémentaires et a assurer la survie des
cellules. Cependant, si I’adaptation échoue, la mort cellulaire pourra survenir. Au-dela de

la mort cellulaire programmée, ces mécanismes d’adaptation au stress cellulaire sont a
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Figure 1 : Coupe longitudinale d’un rein et structure d’un néphron.

Le rein est un organe vital complexe composé d’environ 2 a 3 millions d’unités
structurelles et fonctionnelles, appelées néphrons, ot se forme 1’urine. Les néphrons sont
constitués d’un corpuscule rénal, lui-méme formé d’un glomérule et d’une capsule de
Bowman, d’un tubule proximal, de I’anse de Henlé et d’un tubule distal qui rejoint le tube
collecteur. Le glomérule permet de filtrer, de facon non sélective, le sang des capillaires
glomérulaires et de former 1'urine primitive. Celle-ci passe ensuite dans le systeme
tubulaire ou une grande partie de 1’eau et des ions sont réabsorbés. La réabsorption est un
processus sélectif qui a lieu au niveau du tubule proximal, de I’anse de Henlé et du tubule
distal. L’urine définitive est obtenue apres sécrétion dans 1’urine des déchets métaboliques
et des xénobiotiques encore présents dans le sang au niveau des tubules distaux et du tube
collecteur. D’apres le site : http://bio.m2osw.com/gcartable/nephrologie.htm




Figure 2 : Coupe d’une portion de glomérule.

Le glomérule, composant une partie du néphron, est constitué de podocytes (2) reposant
sur une lame basale (3) et entourant les capillaires glomérulaires (4 : capillaire fenestré).
Les podocytes présentent des prolongements primaires qui se divisent au contact des
capillaires en de nombreux prolongements secondaires, appelés pédicelles (1). Les
pédicelles s’interdigitent avec les prolongements primaires et secondaires d’autres
podocytes formant ainsi une sorte de réseau complexe de petites fentes de filtration
recouvertes par un mince diaphragme. Les podocytes sont des cellules épithéliales
hautement spécialisées jouant un role essentiel dans le maintien de la barriere de filtration
glomérulaire. Elles assurent la filtration du plasma sanguin a travers leurs pédicelles. Ces
derniers forment un réseau qui retient les hématies et les protéines afin d’empécher leur
excrétion dans 1’urine. Des 1€sions des podocytes peuvent donc entrainer une protéinurie.
Le réseau de capillaires repose sur un tissu interstitiel, appelé mésangium, composé de
cellules mésangiales (5) et d’'une matrice intercellulaire. Les cellules mésangiales sont des
fibroblastes spécialisé€s ayant des propriétés contractiles et macrophagiques.

D’apres le site : http://www .unifr.ch/anatomy



I’origine de réponses inflammatoire, angiogénique ou fibrogénique impliquées dans le

remodelage tissulaire.

Ce travail de theése porte sur le role de deux types de voies adaptatives aux stress, la
réponse UPR (Unfolded Protein Response) et I’autophagie (voir infra), dans la régulation
d’une réponse inflammatoire et angiogénique rénale, induites secondairement a des stress
ischémiques et cytokiniques. Cette thématique de recherche portant sur 1’implication du
stress du réticulum endoplasmique (RE) et de I’autophagie en réponse a des stress liés a la
transplantation rénale a émergé d’un projet d’étude portant sur la caractérisation des
mécanismes de néphrotoxicité de la ciclosporine A (CsA), un immunosuppresseur de la
famille des inhibiteurs de la calcineurine, qui entraine une néphrotoxicité pouvant limiter
son utilisation. En effet, la CsA est responsable d’une néphrotoxicité aigué réversible liée a
la dose administrée entrainant une insuffisance rénale, ainsi que d’une néphrotoxicité
chronique contribuant au développement de la néphropathie chronique du transplant
(NCT) (Figure 3). Des puces a ADN ont été utilisées afin de comparer le transcriptome de
cellules tubulaires rénales traitées par la CsA ou par le sirolimus, un immunosuppresseur
non néphrotoxique (Pallet et al., 2008c). L’analyse des profils d’expression génique nous a
permis de mettre en évidence que la CsA induisait un stress du RE, ce qui constitue un
mécanisme original de néphrotoxicité et une cible thérapeutique. Outre sa caractérisation
in vitro et in vivo, nous avons pu mettre en évidence que ce stress contribuait au
développement de modifications phénotypiques épithéliales évocatrices de transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Pallet et al., 2008a). Enfin, 1’étude des conséquences
du stress du RE sur les cellules tubulaires nous a également permis de caractériser un
processus adaptatif original dans ce contexte de toxicité de la CsA, qui est I’autophagie
(Pallet et al., 2008b).

Ces travaux ont soulevé la problématique du rodle du stress du RE dans la survenue de
la néphrotoxicité de la CsA et par extension, dans le développement de la NCT. Nous
avons donc considéré qu’appliqué a des problématiques spécifiques comme 1’ischémie ou
I’inflammation, ce champ d’investigation nouveau pourrait déboucher sur le
développement de biomarqueurs de souffrance tissulaire ainsi que de nouvelles

thérapeutiques néphroprotectrices.
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Figure 3 : Physiopathologie de la néphrotoxicité des inhibiteurs de la calcineurine.
NO : monoxyde d’azote ; TGF-f : Transforming Growth Factor-f3.

D’apres (Mourad et al., 2005).




A. Agressions ischémiques

1. Causes de I’ischémie

Le rein greffé peut étre soumis a des épisodes d’ischémie, c’est-a-dire a des apports
sanguins réduits et insuffisants pour conserver I’homéostasie de 1’organe, dont les causes
sont variables. L’ischémie est caractérisée par un manque d’oxygene mais également par
une carence en nutriments, et plus particuliecrement en glucose et en acides aminés.

L’ischémie est observée au moment de la transplantation de I’organe. Le temps
d’ischémie totale correspond a la durée entre le prélevement et la reperfusion de 1’organe
pendant lequel ce dernier est privé de sang et donc d’oxygene et de nutriments. On
distingue 1’ischémie froide durant laquelle I’organe non approvisionné en sang est refroidi
et ’ischémie chaude ol I’organe reste a la température corporelle. Les conséquences de
I’ischémie sur le greffon dépendent de la durée de celle-ci. Plus le temps d’ischémie est
court, moins 1’organe sera affecté. Au contraire, plus la durée de 1’ischémie froide est
prolongée et plus le greffon va étre en souffrance et subir des dommages cellulaires et, par
conséquent, la survie a long terme du greffon sera compromise.

Toutes les situations conduisant a une diminution du flux sanguin rénal peuvent causer
une ischémie. Celle-ci peut étre observée lors de 1’utilisation de médicaments tels que les
inhibiteurs de la calcineurine. En effet, ces molécules entrainent une vasoconstriction des
artérioles glomérulaires afférentes et efférentes ce qui entraine une diminution du flux
sanguin rénal et du débit de filtration glomérulaire. Lors d’un stress oxydant, les radicaux
superoxydes réduisent la biodisponibilité du monoxyde d’azote en formant le peroxynitrite.
La diminution de la production d’acide nitrique provoque une vasoconstriction et donc une
diminution du flux sanguin (Mimura and Nangaku, 2010). De plus, la raréfaction des
capillaires péritubulaires associée a des lésions tubulo-interstitielles étendues et a
I’artériosclérose développée au cours du vieillissement peut également Etre responsable
d’une hypoxie. Cette derniere peut réduire le nombre de capillaires péritubulaires et induire
I’accumulation de matrice extracellulaire (MEC) aggravant ainsi I’hypoxie. En effet, la
fibrose interstitielle peut amplifier 1’hypoxie en augmentant 1’espace séparant les
capillaires et les cellules tubulaires. Elle réduit ainsi ’apport en oxygene méme si la

structure des capillaires péritubulaires est intacte (Mimura and Nangaku, 2010). Toute
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lésion touchant les capillaires glomérulaires ou les capillaires péritubulaires peut donc

entrainer une ischémie rénale.

2. Ischémie-reperfusion (IR) et reprise retardée de fonction

L’ischémie n’est pas la seule situation a engendrer des 1ésions du parenchyme rénal
puisque la reperfusion qui lui fait suite peut, elle aussi, causer des lésions tissulaires
contribuant au dysfonctionnement de la fonction rénale (Tilney and Guttmann, 1997,
Kosieradzki and Rowinski, 2008). Les 1ésions d’IR produites au sein du greffon rénal sont
responsables d’un phénomene appelé « Reprise Retardée de Fonction » (RRF) dont les
conséquences sont préjudiciables car la RRF nécessite des séances d’hémodialyse et
prolonge la durée d’hospitalisation. Elle augmente également le risque de rejet aigu,
diminue la survie a long terme du greffon et pourrait jouer un rdle dans la survenue de la
NCT (Kuypers et al., 1999, Perico et al., 2004). La RRF est une forme d’insuffisance
rénale aigué (IRA) spécifique de la transplantation rénale. Le diagnostic de RRF est plus
complexe que celui de I'IRA car il existe plusieurs définitions de la RRF fondées sur des
criteres cliniques qui different selon le centre de transplantation. La définition la plus
communément admise est la nécessité de recourir a la dialyse dans la premiere semaine
post-transplantation.

La RRF est secondaire a une nécrose tubulaire aigué ischémique dont la
physiopathologie s’articule autour des lésions d’IR inhérentes aux techniques de
transplantation. Les 1ésions d’IR sont initiées par les modifications cellulaires liées a
I’ischémie. L’hypoxie induite par I’ischémie oriente le métabolisme cellulaire vers les
voies anaérobies a ’origine d’une baisse de la synthése d’ATP qui va conduire a une
augmentation du calcium intracellulaire puis une désorganisation du cytosquelette d’actine
(Perico et al., 2004). De plus, I’ischémie peut entrainer une dissociation des jonctions
serrées des cellules tubulaires, en particulier des cellules de la médullaire externe plus
sensibles a I’hypoxie, et une dépolarisation cellulaire. L’ischémie prolongée peut aussi étre
responsable de la mort cellulaire par apoptose ou nécrose. Ces modifications structurales
ont pour conséquence une altération fonctionnelle de ’homéostasie hydro-électrolytique et
une diminution du débit de filtration glomérulaire (Szwarc et al., 2005).

La reperfusion du greffon entraine un stress oxydant secondaire a une réoxygénation

brutale du parenchyme rénal hypoxique et active une cascade de réactions vasculaires et
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inflammatoires contribuant a la RRF du transplant. Lors de la reperfusion, le taux de
monoxyde d’azote augmente pour contrecarrer 1’effet vasoconstricteur de I’endothéline-1
observé au cours de 1’ischémie. A forte concentration, le monoxyde d’azote réagit avec les
ions superoxydes pour former des especes réactives de 1’oxygene (ERO), les peroxynitrites
(Chatterjee et al., 2003). La réponse inflammatoire, initi€ée au cours de 1’ischémie et
poursuivie lors de la reperfusion, impliquée dans la physiopathologie de la RRF, fait
intervenir les cellules du receveur mais aussi les cellules du donneur. En effet, les
macrophages de 1’hote migrent dans le rein greffé et stimulent la synthése de chimiokines
par les cellules dendritiques résidentes ce qui active les lymphocytes T et permet le
recrutement des cellules de I’'immunité adaptative (Dong et al., 2007). Les macrophages et
les neutrophiles migrent au sein du greffon grace a des molécules chimiotactiques, comme
MCP-1 (Macrophage Chemotactic Protein-1), libérées par les cellules endothéliales. De
plus, les cellules tubulaires proximales sécretent des cytokines pro-inflammatoires, telles
que le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a), I’'TL-6 (Interleukine-6) et I'TL-1f3, et augmentent
I’expression de CXCR3 (C-X-C motif chemokine 3 Receptor) a la membrane basale afin
de faciliter la pénétration des cellules inflammatoires a travers la paroi endothéliale
(Siedlecki et al., 2011). Les cellules de la réponse immune innée contribuent a la
production locale de radicaux libres via I’activité de la myéloperoxidase des neutrophiles
et de la NADPH oxydase des macrophages. Ce stress oxydant va amplifier la réaction

inflammatoire déja mise en place.

3. Réponse a I’hypoxie : activation de HIF-1

Les cellules du parenchyme rénal, en réponse a 1’ischémie, et plus particulierement a
I’hypoxie, vont activer un mécanisme leur permettant de s’adapter et de survivre. Le
facteur HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor-1) est un facteur de transcription clé de la
régulation de cette réponse adaptative (Gunaratnam and Bonventre, 2009). HIF-1 est
constitué¢ d’une sous-unité o. dépendante de 1’oxygene présent dans le microenvironnement
et d’une sous-unité 3 exprimée constitutivement. Tres instable en normoxie, la sous-unité
a est hydroxylée par des prolyl-hydroxylases puis se lie a la protéine von Hippel-Lindau.
Cette derniere permet 1’ubiquitination de la sous-unit¢ o et sa dégradation par le
protéasome. En situation d’hypoxie, la sous-unité o n’est plus hydroxylée et devient stable.

HIF-10 peut alors migrer dans le noyau et se dimériser avec HIF-1P. Le complexe HIF-1
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ainsi formé, en se fixant aux éléments de réponse a 1’hypoxie, permettra la transcription de
genes de 1’angiogenese comme le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), de
I’érythropoiese, tel que 1’érythropoiétine, et du métabolisme énergétique cellulaire.
Cependant, 1’activation de HIF-1 par I’hypoxie peut également induire la transcription de
genes profibrogéniques, tels que le Connective Tissue Growth Factor (CTGF), le Tissue
Inhibitor of Metalloproteinase 1 (TIMP1) et I'inhibiteur de 1’activateur du plasminogene
(Plasminogen Activator Inhibitor 1 [PAI-1]) favorisant ainsi la fibrose interstiticlle

(Kimura et al., 2008a).

B. Agressions immunologiques et importance de I’interférony

1. Des Iésions tissulaires a I’alloimmunité

L’ischémie froide suivie de la reperfusion ou 1’ischémie chaude sont responsables de
1ésions du parenchyme a I’origine d’une réponse inflammatoire, elle-méme impliquée dans
I’activation de I’'immunité adaptative. D’apres la « théorie du danger » proposée par
Matzinger, les cellules nécrotiques ou en apoptose tardive liberent des signaux de danger
appelés DAMPs (Damage/Danger-Associated Molecular Patterns) qui favorisent
I’inflammation locale et amplifient les 1ésions initiales (Matzinger, 2002).

Les DAMPs sont des molécules endogenes qui peuvent étre reconnues comme étant
des signaux de danger lorsqu’ils sont libérés dans I’espace extracellulaire. Parmi eux, on
retrouve la protéine HMGB1 (High-Mobility Group Box 1), exprimée de fagon ubiquitaire
dans I’organisme. HMGB1 est un médiateur pro-inflammatoire et chimiotactique pouvant
étre générée secondairement a des 1ésions d’IR (Rosin and Okusa, 2011). Les protéines
S100, impliquées dans I’inflammation et la fibrose associ€es a certaines maladies rénales,
et les protéines chaperonnes HSPs (Heat-Shock Proteins) intervenant dans la syntheése des
protéines, peuvent également jouer le role de DAMPs lorsqu’elles sont libérées dans
I’espace extracellulaire (Rosin and Okusa, 2011).

Les DAMPs interviennent dans la génération de 1’inflammation en se liant a différents
types de récepteurs, comme les récepteurs Toll-like (Toll-like Receptor [TLR]) ou le
récepteur RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products) présents a la surface de
la membrane plasmique ou des endosomes des cellules immunes (macrophages, cellules

dendritiques, lymphocytes B et T, cellules NK [Natural Killer]) et des cellules non
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immunes (fibroblastes, cellules épithéliales respiratoires et urogénitales) (Essakalli et al.,
2009). HMGBI, par exemple, en se fixant sur les TLR2, TLR4 ou les RAGE induit une
cascade de signalisation aboutissant a 1’activation du facteur de transcription NF-kB
(nuclear factor-kB) générant ainsi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et de
chimiokines (Kawai and Akira, 2007). Il a ét¢ montré que les TLR2 et TLR4, dont
I’expression est augmentée dans les cellules tubulaires rénales au cours des 1ésions d’IR,
sont impliqués dans D'initiation de la réponse inflammatoire et sont des médiateurs des
dommages cellulaires induits par 'R (Wu et al., 2007, Leemans et al., 2005).
L’inflammation créée secondairement aux lésions du parenchyme rénal et a ’activation
des TLR participe a la formation d’un environnement hautement immunogene (Sellares et
al., 2011, Mengel et al., 2011, Gago et al., 2012) favorisant la stimulation de
I’alloimmunité. La réponse immune adaptative induite est caractérisée par 1’activation des
cellules présentatrices d’antigéne, ainsi que 1’activation et la prolifération des lymphocytes

T du receveur et participe au rejet aigu et, a terme, a la perte du greffon.

2. L’interférony (IFNvy) en transplantation rénale

Dans cet environnement inflammatoire créé secondairement aux altérations du
parenchyme rénal, 'IFNYy, une cytokine pro-inflammatoire, joue un role significatif.
L’IFNY et ses récepteurs (IFNyRs) sont impliqués dans la régulation de la réponse immune
grice a son activité antivirale, antibactérienne et anti-tumorale (George et al., 2012).
L’activation des récepteurs de ’IFNYy stimule la voie des JAK2/STAT] ce qui aboutit a la
transcription de plusieurs centaines de genes impliqués dans la régulation de la
présentation antigénique, de la polarisation Thl avec ’activation des macrophages, des
cellules NK et de la cytotoxicité dépendante des cellules T, du trafic leucocytaire et des
mécanismes de défenses antivirale et antibactérienne (Schroder et al., 2004).

En transplantation rénale, I’'IFNY est synthétisé dans diverses situations. Lors du rejet
du transplant, il est produit en grande quantité par les cellules de I'immunité innée, les
cellules NK et les macrophages, et les cellules de I’'immunité adaptative, les lymphocytes T
activés et les lymphocytes B (Schoenborn and Wilson, 2007). L’IFNy est également
sécrété lors d’infections notamment virales, et en particulier chez les transplantés rénaux
lors d’une infection a BK virus. La primo-infection par le BK virus, un polyomavirus

humain, se produit tot pendant I’enfance et est le plus souvent asymptomatique. Les

15



principaux sites de latence sont 1’épithélium rénal et I'urothélium (Abend et al., 2007). La
réactivation du virus s’observe chez les greffés rénaux ayant recus une immunosuppression
importante, notamment par le tacrolimus et le mycophénolate mofétil, et peut entrainer une
néphropathie tubulo-interstitielle (Beimler et al., 2007). Chez ces patients, le BK virus se
réplique dans I’épithélium tubulaire, induit sa nécrose, génere une réaction inflammatoire
massive et conduit rapidement a une fibrose extensive du greffon. L’IFNy permet de lutter
contre ce virus en inhibant I’expression et la réplication du génome du BK virus (Abend et
al., 2007).

L’IFNYy est un régulateur majeur de 1’homéostasie du greffon rénal. Il a des effets
complexes et contradictoires sur les cellules immunes et non immunes, notamment sur les
cellules rénales qui expriment constitutivement des IFNYRs a leur surface, et également sur
la survie du greffon. L’IFNy posséde des propriétés immunorégulatrices fortement
impliquées dans les processus de rejet d’allogreffe. Il peut induire 1’expression du
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et II et la présentation de
I’antigene dans les cellules épithéliales et endothéliales (Goes et al., 1995), et peut
également activer la réponse effectrice Thl. La déficience d’un récepteur a 'IFNy dans le
greffon de rein murin entraine une diminution importante de 1’expression des genes du
CMH (Haas et al., 1995). A I'inverse, I'IFNYy peut agir directement sur le greffon en jouant
un role cytoprotecteur sur les cellules parenchymateuses rénales. Lors d’un rejet du greffon
rénal déficient pour le récepteur a 'IFNy chez la souris normale et lors d’un rejet du
greffon normal chez la souris ne produisant pas d’IFNy, il a été observé une nécrose
massive des cellules épithéliales du transplant médiée par la réponse immune et associée a
des 1ésions vasculaires se manifestant par une thrombose veineuse ainsi qu’une congestion
des capillaires péritubulaires. Ces effets seraient réduits par I’administration d’IFNy
(Halloran et al., 2001a, Halloran et al., 2001b). L’IFNYy agirait donc lors de la phase
précoce du rejet aigu et permettrait le maintien de la viabilit¢ du greffon pendant
I’inflammation en empéchant le développement de la thrombose, de la congestion des
capillaires péritubulaires et de la nécrose. Le rdle protecteur de I'IFNYy vis-a-vis de la
nécrose pourrait faire intervenir le facteur de transcription IRF-1 (IFN Regulatory Factor-
1). La fonction des greffons déficients pour le facteur IRF-1 se détériore rapidement et une
nécrose massive apparait 5 jours apres la greffe, suggérant que 1’expression d’IRF-1 est
essentielle a la résistance a la nécrose lors de la phase précoce du rejet aigu (Afrouzian et

al., 2002). De plus, I'IFNy pourrait inhiber la destruction de la microcirculation
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responsable de la nécrose en inhibant la voie cytotoxique des perforines-granzymes (Sis et
al., 2007).

L’IFNY joue donc un rdle complexe dans la réponse immune et sur le greffon rénal.
Son activité immunostimulante est bien décrite mais ses fonctions protectrices sur les

tissus non immuns et en particulier sur le parenchyme rénal sont moins bien connues.

II. Conséquences structurelles et fonctionnelles

L’ensemble de ces agressions contribue a 1’apparition de modifications structurelles et
fonctionnelles des cellules du parenchyme rénal pouvant conduire a une IRA. Celle-ci est
caractérisée par une perte rapide de la fonction rénale c’est-a-dire une diminution de la
filtration glomérulaire. La pathogenese de I'IRA est complexe et multifactorielle et fait
intervenir des mécanismes microvasculaires et inflammatoires. L’IRA survient a la suite de
1ésions tubulaires générant des médiateurs de I’inflammation et des molécules vasoactives
(Akcay et al., 2009) et pouvant aller jusqu’a la mort des cellules. La vasoconstriction et
I’inflammation tissulaire produites par ces médiateurs exacerbent les dommages tubulaires
et contribuent a la fibrogenese rénale. Les lésions qui en résultent deviennent alors
irréversibles, ce qui a pour conséquence I’installation d’une insuffisance rénale chronique
(Schrier et al., 2004).

Le greffon rénal fait également face a ces agressions aigués et chroniques qui
contribuent a ’apparition de la réponse alloimmune et I’inflammation, a la mort cellulaire,
a la sénescence des cellules et a la fibrogenese. D’un point de vue pathologique, ces
différents stress sont impliqués dans le rejet aigu et chronique, le remodelage tissulaire, la
fibrose interstitielle, I’atrophie tubulaire, la néphropathie chronique du transplant qui sont
autant de facteurs impliqués dans la dysfonction et la perte du greffon (El-Zoghby et al.,
2009, Nankivell et al., 2003).

A. Néphropathie chronique du transplant (NCT)
Apres la premiere année de greffe, la NCT est la principale cause de perte du greffon

apres la mort du patient. La NCT résulte de I’action délétere de nombreux facteurs qui

peuvent étre associés au donneur, comme 1’age et les pathologies préexistantes, mais
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également des facteurs liés a la chirurgie lors de la greffe, tels que 1’ischémie-reperfusion,
et enfin, des facteurs apparaissant apres la greffe, a savoir, les rejets aigus, I’hypertension
artérielle, le diabete, la protéinurie, les infections a BK virus et la toxicité des inhibiteurs
de la calcineurine. Ces facteurs, immunologiques et non immunologiques, contribuent
conjointement a 1’établissement progressif de 1ésions histologiques rénales irréversibles
(Figure 4).

La NCT se définit sur le plan histologique. Les 1€sions qui la caractérisent, décrites il y
a quelques années, ont permis de distinguer deux phases évolutives. Au cours de la
premiere année apparaissent des 1ésions d’atrophie tubulaire et de fibrose interstitielle
(Figure 5). L’origine de ces lésions est essentiellement immunologique et liée aux
épisodes de rejets cellulaires mais aussi aux stress ischémiques. L’existence d’un rejet
infraclinique au cours de la premiere année contribue significativement au développement
de ces lésions. Apres la premiere année, la nature des 1ésions change pour laisser apparaitre
des 1ésions microvasculaires et glomérulaires. Les 1ésions artériolaires (hyalinose et fibrose
intimale) (Figure 5) ont une place centrale dans 1’aggravation chronique de la
néphropathie d’allogreffe en réduisant la lumiere des vaisseaux, et créent une ischémie
tissulaire qui contribue a la fibrose interstitielle et a 1’atrophie tubulaire. Enfin, la
glomérulosclérose s’installe progressivement et représente 1’étape ultime et irréversible de

destruction de la fonction néphronique (Nankivell et al., 2003, Chapman et al., 2005).

B. Processus biologiques impliqués dans la physiopathologie de la NCT

L’ischémie tissulaire est a 1’origine de réactions angiogénique et inflammatoire suivies
de phénomenes de réparation fréquemment inadaptés ou incomplets. Ces mécanismes de
cicatrisation activent des processus de fibrogenese via la sécrétion de transforming growth
factor B (TGF-p), la production de MEC ou la TEM (Bonventre and Yang, 2011) (Figure
6) et sont impliqués dans le développement de I’insuffisance rénale chronique. Dans le cas
de la transplantation rénale, 1’ischémie contribue a 1’établissement de 1ésions
caractéristiques de la NCT, a savoir la fibrose interstitielle et 1’atrophie tubulaire
(Nankivell and Chapman, 2006).

Ces agressions ischémiques et immunologiques touchent I’ensemble des cellules du
tissu rénal. Ces dernieres sont a la fois les cibles et les médiateurs de ces agressions.

L’épithélium tubulaire joue un réle central dans le développement de la NCT, notamment
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Figure 4 : Facteurs favorisant les lésions chroniques d’allogreffe.



Rein normal Atrophie tubulaire et
fibrose interstitielle

Glomérulopathie
d’allogreffe artériolaire

Figure 5 : Lésions élémentaires chroniques d'allogreffe.

L’atteinte chronique d’allogreffe est liée a la constitution de Iésions histologiques
irréversibles touchant toutes les structures du néphron. L’épithélium des tubules est
atrophique (B, fleche), I'interstitium est le siege d’un processus fibrosant extensif (B,
étoile), les parois des artérioles sont épaissies, fibreuses et riches en cellules
inflammatoires (C, étoile) conduisant a une réduction du diametre de la lumiere (C,
fleche). Les glomérules sont également atteints avec un épaississement et un dédoublement
de la membrane basale (D, fleche). Enfin, des dépots hyalins pouvant étre liés au diabete
ou a I’hypertension artérielle, sont observés dans la paroi des artérioles (E, fleche).

D’apres (Colvin, 2003).
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Figure 6 : Réparation anormale dans I’insuffisance rénale aigué ischémique.

Le processus de réparation secondaire a un épisode d’ischémie-reperfusion peut étre
incompletement réalisé et entrainer des lésions fibrosantes qui conduisent progressivement
a une dysfonction rénale. La production persistante de cytokines pro-fibrosantes, telles que
I’interleukine-13 (IL-13) ou le transforming growth factor-f1 (TGF-1) par les
macrophages activés contribue a 1’apparition de la fibrose. Le processus de prolifération
des cellules épithéliales tubulaires rénales est également altéré, le cycle cellulaire est arrété
en phase G,/M ce qui induit la sécrétion de facteurs profibrosants (TGF-f1). La
fibrogenese est ainsi activée et la progression de l’insuffisance rénale chronique est

accélérée.

MEC : matrice extracellulaire.

D’apres (Bonventre and Yang, 2011).
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par la génération d’une réponse inflammatoire, par la production de molécules pro-
fibrotiques comme le TGF-f et I’endothéline-1 qui activent les fibroblastes interstitiels et
induisent la synthése de MEC, ou par le biais de la TEM. L’interstitium rénal est
également impliqué dans la survenue de la fibrose en particulier par I’infiltration

macrophagique interstitielle qui sécréte du TGF-f3 lors d’épisodes ischémiques.

1. Inflammation

L’inflammation peut étre déclenchée dans de nombreuses situations notamment lors
d’une infection virale ou secondairement a un épisode ischémique. Les conséquences de la
réaction inflammatoire se font principalement par les acteurs de I’immunité innée mais les
cellules de 1’épithélium rénal contribuent également a I’amplification de cette réponse.

Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la génération de 1’inflammation
induite par I’ischémie. Cette derniere active, par I’intermédiaire du facteur de transcription
NF-kB, la production de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNFa, I'TL-1f3, I'TL-6,
I’'IL-8 et MCP-1 (Harari and Liao, 2010). La stimulation des TLR est également impliquée
dans la sécrétion de ces médiateurs de l'inflammation lors de situations ischémiques
(Wang et al., 2011).

Les cytokines pro-inflammatoires présentes dans le microenvironnement induisent une
sécrétion locale de chimiokines et de molécules d’adhésion permettant le recrutement des
cellules de I’inflammation, des lymphocytes et des macrophages. Celles-ci sécretent
également d’autres chimiokines induisant le recrutement et 1’activation de cellules
immunitaires résidentes, des neutrophiles et des cellules NK puis des cellules T spécifiques
de D’alloantigene, dans les sites 1ésés (Fine and Norman, 2008). La persistance de la
réaction inflammatoire a des conséquences déléteres sur le parenchyme rénal puisque
I’inflammation chronique est une composante essentielle au développement de la fibrose
rénale (Guerrot et al., 2012). L’entretien de cette réaction inflammatoire modifie
I’expression des genes impliqués dans la survie cellulaire et la revascularisation des tissus.

Elle contribue aussi a la fibrogenese rénale.
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2. Transforming Growth Factor (TGF-f)

Le TGF-p est une cytokine pro-fibrogénique existant sous trois isoformes. Le TGF-f3,
joue un rdle fondamental dans la fibrogenese rénale (Yu et al., 2003) et dans 1’évolution
des néphropathies par ses actions sur la prolifération fibroblastique, la syntheése de MEC et
la TEM. En effet, I’induction endogeéne de TGF-[3, entraine la production de la fibronectine
et du collagene IV, deux protéines composant la MEC (Qi et al., 2008), ce qui crée un
déséquilibre lors du renouvellement de la MEC, provoquant ainsi une accumulation de la
MEC qui participe au développement de la fibrose rénale (Yang and Liu, 2001). 11 a été
montré que 1’ischémie rénale induit I’expression du TGF-§ dans les cellules épithéliales

tubulaires proximales (Norman and Fine, 2000).

3. Stress oxydant

Les ERO, produites en exces lors d’épisodes d’ischémie-reperfusion, contribuent au
développement de la fibrose rénale. Les lésions de fibrose interstitielle et d’atrophie
tubulaire peuvent étre induites par 1'intermédiaire de la TEM lors d’un stress oxydant
observé au cours de la NCT (Djamali et al., 2005). Les ERO peuvent également induire
I’apoptose des cellules épithéliales tubulaires rénales en activant les caspases et en inhibant
les protéines anti-apoptotiques. L’activation du stress oxydant et de 1’apoptose a été
observée dans les zones tubulaires du greffon rénal présentant des lésions d’atrophie
tubulaire et de fibrose interstitielle (Djamali, 2007). Enfin, les ERO peuvent activer des
voies de signalisation pro-inflammatoires comme les voies JNK (c-Jun N terminal Kinase),
p38-MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) et NF-kB qui vont participer a la
fibrogenese rénale (Djamali, 2007).

4. Apoptose

L’apoptose est un type de mort cellulaire impliquée dans la survenue de 1ésions des
cellules épithéliales tubulaires rénales, et notamment d’atrophie tubulaire, au cours des
phénomenes d’ischémie-reperfusion. Les mécanismes entrainant ces 1ésions font intervenir
les caspases et peuvent conduire a une insuffisance rénale aigué¢ (Kaushal et al., 2004). 11

est également bien établi qu’une période prolongée d’ischémie peut induire 1’apoptose des
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cellules épithéliales tubulaires in vivo (Shimizu and Yamanaka, 1993) et in vitro (Wiegele
et al., 1998). Un des mécanismes pouvant aboutir a I’apparition de 1’apoptose lors d’un

épisode ischémique fait intervenir les voies mitochondriales (Tanaka et al., 2003).

5. Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)

La TEM caractérise un processus dynamique au cours duquel les cellules perdent leurs
caractéristiques épithéliales et développent des propriétés mésenchymateuses, ce qui
requiert des modifications architecturales et fonctionnelles complexes. Les cellules
tubulaires rénales acquierent un phénotype myofibroblastique faisant suite a différents
phénomenes : la perte d’adhésion intercellulaire et d’expression membranaire de protéines
constituant les jonctions intercellulaires, 1’expression de novo de marqueurs
mésenchymateux, la réorganisation du cytosquelette d’actine permettant la migration
cellulaire et la production de composants de la MEC (Thiery and Sleeman, 2006).

Les myofibroblastes constituent une source majeure de MEC et leur role est bien défini
dans le processus de fibrogenese rénale. Les myofibroblastes peuvent provenir de la
conversion de fibroblastes présents localement en myofibroblastes, de fibrocytes dérivant
de la moelle osseuse (Broekema et al., 2007) ou de cellules tubulaires soumises a la TEM.
Cependant, la contribution de chacune de ces sources dans la production des
myofibroblastes reste encore tres controversée. En effet, des auteurs considerent que la
TEM ne fournit qu’une part négligeable des myofibroblastes (Kriz et al., 2011) alors que
d’autres estiment a environ 30% la proportion de myofibroblastes présents dans le rein
ayant comme origine les cellules tubulaires par le processus de TEM (Iwano et al., 2002).
La TEM existe chez ’homme au cours de diverses néphropathies mais sa contribution a
I’évolution de la fibrose rénale est encore peu étudiée, méme si de forts arguments
expérimentaux 1’impliquent dans la progression de la fibrose interstitielle (Zeisberg and
Kalluri, 2004).

De nombreux stimuli extracellulaires peuvent déclencher la TEM, le médiateur
essentiel étant le TGF-f. Il a ét¢ montré in vitro que 1’hypoxie, une composante de
I’ischémie, peut induire la TEM sur des cellules tubulaires rénales proximales de rat
(Manotham et al., 2004) et in vivo chez le rat que 1’ischémie chronique entrainait une

transdifférenciation des cellules tubulaires (Manotham et al., 2004).
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6. Angiogenese

L’angiogenese est un processus de néovascularisation prenant naissance a partir d’un
réseau capillaire préexistant. Elle est indispensable au cours de nombreux processus
physiologiques tels que le développement embryonnaire et I’implantation du placenta mais
aussi lors de phénomenes pathologiques, en particulier au cours de la croissance tumorale
et du développement des métastases. L.’angiogenese est activée en réponse a 1’ischémie
pour assurer un apport en oxygene et en nutriments nécessaire et suffisant pour un
fonctionnement optimal de I’organe. Elle est contrdlée par plusieurs régulateurs clés : le
VEGF, le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), le Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) et I’angiogénine (ANG) (Cross and Claesson-Welsh, 2001).

La famille des VEGF est constituée de cinq membres parmi lesquels le VEGFA, appelé
plus communément VEGF, régule I’angiogenese de facon prédominante. Il induit
I’angiogenese dans des conditions physiologiques et pathologiques par I’intermédiaire de
deux récepteurs VEGFR-1 et VEGFR-2 (VEGF Receptor-1 et 2). VEGFR-2 est le
médiateur majeur des réponses induites par VEGF dans les cellules endothéliales. Le
VEGF stimule la croissance et I’expansion ainsi que la motilité, la migration et la
perméabilité des cellules endothéliales formant les arteres, les veines et les vaisseaux
lymphatiques par une action directe sur les cellules (Karamysheva, 2008, Kowanetz and
Ferrara, 2006). Le VEGF est essentiel au maintien du compartiment tubulo-interstitiel et
empéche la mort des cellules endothéliales et la destruction des capillaires péritubulaires. I
permet également d’assurer I’apport en oxygene et en nutriments (Leonard et al., 2008,
Choi et al., 2000, Rudnicki et al., 2009).

Le bFGF, appartenant a la famille des FGF, est I'un des premiers facteurs
angiogéniques a avoir été découvert. Il agit via des récepteurs aux FGFs, les FGFRs
(Fibroblast Growth Factor Receptors), présents a la surface des cellules endothéliales ou
indirectement en stimulant la libération de médiateurs angiogéniques, tels que
I’angiopoiétine-2 et le VEGFB, a partir d’autres types cellulaires (Carmeliet and Jain,
2011). Le bFGF induit la prolifération, la migration des cellules endothéliales, in vitro, et
I’angiogenese tumorale (Bikfalvi et al., 1997).

Le PDGF existe sous forme d’homodimeres (PDGF-AA, -BB, -CC et -DD) ou
d’hétérodimeres (PDGF-AB) et est exprimé par de nombreux types cellulaires. Il stimule la

prolifération et la migration des cellules mésangiales et endothéliales en activant les
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récepteurs au PDGF (PDGFR-a et -f3) (van Roeyen et al., 2012). Il a été montré que le
PDGF-C possede un puissant effet angiogénique sur 1I’endothélium glomérulaire (Boor et
al., 2010). Tout comme le bFGF, le PDGF peut également stimuler I’angiogenese en
induisant la production d’autres molécules angiogéniques telles que le VEGF et le bFGF
(Ostendorf et al., 2012).

L’angiogénine est un puissant facteur angiogénique agissant a la fois sur les cellules
endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires. Elle joue un role important en
physiologie mais également dans les maladies tumorales lorsque son expression est
anormalement élevée (Tello-Montoliu et al., 2006). L angiogénine se lie spécifiquement
aux cellules endothéliales et stimule leur migration et leur expansion. Elle favorise
également leur prolifération et leur différenciation (Wiedlocha, 1999).

Ces médiateurs angiogéniques concourent cependant a un remodelage tissulaire
inadéquat en recrutant des leucocytes et en favorisant I’inflammation, la TEM et
I’activation fibroblastique (Mayer, 2011, Reinders et al., 2006, Strutz et al., 2002). Ces

processus induits dans le rein pourraient contribuer a la fibrogenese rénale.

ITII. Mécanismes d’adaptation cellulaire aux stress

Le parenchyme du greffon rénal peut donc activer de multiples mécanismes cellulaires
et moléculaires en réponse a ces agressions. Certains de ces mécanismes vont permettre
aux cellules de s’adapter et ainsi de réguler I’homéostasie rénale afin de maintenir le bon
fonctionnement de 1’organe.

La voie d’adaptation la plus connue induite en réponse a I’ischémie est la voie
stabilisant le facteur de transcription HIF-1a qui entraine la transcription de genes
intervenant dans les réponses a I’hypoxie comme I’angiogenese, le transport de nutriments,
la glycolyse et I'inhibition de 1’apoptose (Majmundar et al., 2010). D’autres processus
adaptatifs, mis en jeu lors d’une déplétion en nutriments ou en oxygene, impliquent la
kinase MTOR. Dans ces circonstances, MTOR est inhibée ce qui a pour conséquence un
arrét de la croissance cellulaire notamment par inhibition de la traduction protéique
(Sengupta et al., 2010). Le stress du RE est, quant a lui, activé par I’hypoxie et la carence

en nutriments et I’autophagie par la déplétion en acides aminés.
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Ces voies d’adaptation n’ont pas seulement un effet bénéfique pour les cellules
puisqu’elles peuvent induire d’autres réponses notamment I’immunité innée et le
remodelage tissulaire responsable de la fibrogenese et de I’angiogenese. Les mécanismes
précis de cette régulation reliant les stress ischémiques et immunologiques aux réponses
inflammatoire et angiogénique par 1’intermédiaire des processus adaptatifs sont encore mal
connus. Une meilleure compréhension de ces modes de réponses cellulaires est donc
essentielle pour pouvoir les moduler afin d’améliorer la survie du greffon et de mettre en
évidence de potentiels biomarqueurs utilisables en clinique pour un dépistage ou un
diagnostic plus précoce de la toxicité rénale.

Dans les parties suivantes (Parties 2 et 3 de D'Introduction) seront traitées,
respectivement, le stress du RE et ’autophagie. Au sein du laboratoire, les conséquences
de I’activation de ces deux processus adaptatifs ont été¢ étudiées lors d’un stress cellulaire
induit par la CsA (Pallet et al., 2008b, Pallet et al., 2008a). D’autres facteurs, tels que
I’ischémie et I'IFNY, interviennent également dans le développement de Iésions chroniques
d’allogreffe mais les mécanismes impliqués dans la survenue de ces modifications du
parenchyme rénal restent encore a déterminer. L’ischémie est caractérisée par une carence
en oxygene et en nutriments, notamment en glucose et en acides aminés. L hypoxie et ses
conséquences dans 1’apparition des 1ésions rénales ont été largement étudiées alors que les
effets de la carence en glucose sur le parenchyme rénal sont plus méconnus. Nous nous
sommes donc intéressés au role du stress du RE et de 1’autophagie dans la régulation de
processus favorisant 1’apparition de lésions chroniques rénales induits par la carence en

glucose et par I'IFNy.
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Partie 2 : Le stress du réticulum endoplasmique

I. Biologie du stress du réticulum endoplasmique (RE)

A. Le RE et le stress du RE

Le RE est un organite intracellulaire dispersé dans le cytoplasme des cellules
eucaryotes et formé d’un réseau membraneux de citernes et de tubules qui communiquent
entre eux. Il représente a lui seul plus de la moitié des membranes cellulaires et sa taille
varie d’une cellule a I’autre selon 1’activité et les besoins de la cellule en protéines. La
structure du RE s’établit dans la continuité de la membrane nucléaire et sa lumiere
constitue un environnement favorable a la syntheése, aux modifications, au repliement et a
la maturation des protéines sécrétées, des protéines de la membrane plasmique et des
organites intracellulaires. Au cours du processus de production des protéines natives,
celles-ci vont étre soumises a des controles de qualité stricts qui vont s’assurer du bon
repliement et de la conformation correcte des protéines. Si ces contrdles sont un succes, les
protéines nouvellement synthétisées pourront étre transportées a leur destination finale
alors que s’ils échouent, les protéines incorrectement repliées ou modifiées seront
dégradées par la voie du protéasome (Ellgaard and Helenius, 2003). Produites en exces, les
protéines normales ou mal conformées ne pourront pas toutes Etre transportées ou
éliminées et finiront par s’accumuler dans la lumiere du RE. Les capacités du RE peuvent
étre dépassées lors de la synthese brutale de protéines en grande quantité ce qui conduit a
une accumulation de protéines, notamment des immunoglobulines dans les plasmocytes au
cours d’une infection virale ou de I’insuline dans les cellules 3-pancréatiques lors d’une
hyperglycémie.

Le RE, griace a des pompes calciques ATP-dépendantes ancrées dans sa membrane, est
le principal site de réserve calcique de la cellule. Sa lumiere présente un environnement
oxydatif optimal a la création de ponts disulfures, notamment par la Protein Disulfide
Isomerase (PDI), et a la conformation correcte des protéines (Hatahet and Ruddock, 2009).
Par ailleurs, la lumiere du RE contient de nombreuses protéines chaperonnes et des
enzymes spécialisées dans le repliement des protéines dépendantes, pour la majorité, du

calcium. Parmi les protéines chaperonnes, la Binding Immunoglobulin Protein (BiP), aussi
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connue sous le nom de Glucose Regulated Protein 78 (GRP78), la Glucose Regulated
Protein 94 (GRP94), la calréticuline, la calnexine et la protéine EDEM (ER Degradation-
Enhancing o-Mannosidase-like lectin) stabilisent les intermédiaires incompleétement
matures mais détectent également les protéines malformées et les orientent vers la
dégradation (Little et al., 1994, Ni and Lee, 2007, Coe and Michalak, 2009).

De nombreuses situations perturbent la maturation protéique, induisant 1’accumulation
de protéines mal repliées dans la lumiere du RE, produisant alors une situation de stress
appelée stress du RE. Ainsi les anomalies de statut redox, les troubles de ’homéostasie du
calcium intra-réticulaire (causés par des inhibiteurs des ATPases calciques tels que la
thapsigargine), la carence en glucose, les infections virales, la surcharge en cholestérol, les
anomalies de glycosylation des protéines (induites par la tunicamycine) ou certains
inhibiteurs enzymatiques interferent avec les processus de maturation post-traductionnelle
des protéines natives et peuvent induire leur accumulation (Pallet et al., 2009).

Toutes les situations conduisant a une altération de la fonction du RE empéchent la
conformation correcte des protéines. Celles-ci ne peuvent plus se diriger vers 1’appareil de
Golgi et elles s’accumulent dans la lumiere du RE obligeant alors la cellule a déclencher
une réponse adaptative appelée réponse UPR dont I’objectif est de diminuer la quantité de
protéines dans la lumiere du RE. La réponse UPR joue un role physiologique
particulierement important dans le maintien de [’homéostasie des cellules et plus

particulierement dans celles ayant une activité de synthese protéique élevée.

B. La réponse UPR (Unfolded Protein Response)

La réponse UPR, lorsqu’elle est activée, a plusieurs conséquences. Elle permet
d’adapter les fonctions cellulaires aux modifications de 1I’environnement et de rétablir une
fonction normale du RE en réduisant la syntheése globale des protéines limitant ainsi
I’arrivée de nouvelles protéines dans la lumiere du RE, en induisant la syntheése de
protéines chaperonnes impliquées dans le processus de repliement et en augmentant
I’activité de dégradation protéasomale. Cependant, si ce processus adaptatif échoue et que
le stress se prolonge, les voies induisant la mort cellulaire programmée seront alors

activées (Xu et al., 2005).
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La réponse UPR est constituée de trois voies de signalisation impliquant trois protéines
transmembranaires : IREla (Inositol Requiring Enzyme 1a), le facteur de transcription
ATF6 (Activated Transcription Factor 6) et la protéine kinase PERK (Protein kinase RNA
(PKR)-like Endoplasmic Reticulum Kinase). Dans des conditions physiologiques, la
protéine chaperonne BiP, appartenant a la famille des protéines de choc thermique (Heat
Shock Protein), est liée aux domaines luminaux de ces trois médiateurs (Figure 7).
Lorsqu’un stress survient, BiP se lie aux protéines mal conformées qui se sont accumulées
dans la lumiere du RE et les dirigent vers la voie ERAD (Endoplasmic-Reticulum
Associated Degradation) pour é&tre dégradées par le protéasome. Les protéines
transmembranaires ainsi libérées sont activées et entrainent l’activation de voies de
régulation traductionnelle et transcriptionnelle (Zhang and Kaufman, 2004, Ron and
Walter, 2007). BiP possede une affinité plus élevée pour les protéines mal conformées que
pour les trois transducteurs. Ceci fait de lui un régulateur majeur de la réponse UPR (Luo
et al., 2006). Néanmoins, des études récentes tendent a nuancer cette théorie en proposant
une interaction directe entre IREla et les protéines mal conformées (Walter and Ron,
2011).

L’activation de la voie PERK conduit a la diminution de la traduction des ARNm. Lors
d’un stress du RE, la protéine kinase PERK s’oligodimérise ce qui induit une
autophosphorylation de son domaine kinase. Elle peut ainsi phosphoryler le facteur
d’initiation de la traduction elF2a (eukaryotic Initiation Factor 2a) et le rendre inactif. La
traduction de la majeure partie des ARNm est atténuée et la synthese globale des protéines
est réduite. Certains ARNm sont, au contraire, sélectivement traduits au cours de cette
réponse grace a leurs cadres ouverts de lecture situés dans la région 5° non traduite. C’est
le cas du facteur ATF4 (Activated Transcription Factor 4) qui active la transcription de
genes codant des protéines de la réponse UPR tels que BiP et GRP94 ainsi que des
protéines du programme de mort cellulaire, comme CHOP (C/EBP HOmologous Protein)
(Oyadomari and Mori, 2004) dont les genes cibles codent GADD34 (Growth Arrest and
DNA Damage inducible protein 34) qui joue un role dans la régulation de 1’apoptose.

L’induction de la voie IREla entraine une régulation transcriptionnelle de la réponse
UPR. Apres oligodimérisation et autophosphorylation, IRE1a acquiert une activité RNAse
permettant 1’épissage non conventionnel de 26 nucléotides de I’ARNm codant pour le
facteur de transcription XBP1 (X-box Binding Protein 1) (Yoshida, 2007a). Une fois

I’ARNm traduit, la protéine XBP1 est transloquée dans le noyau et se fixe sur les éléments
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Figure 7: Représentation schématique de la réponse UPR (Unfolded Protein
Response).

Lors de I’accumulation de protéines mal conformées (représentées en bleu sur la figure)
dans la lumiere du RE, la protéine chaperonne GRP78/BiP se lie préférentiellement a ces
protéines malformées et libere les facteurs transactivateurs de la réponse UPR ATF6,
IREla et PERK. ATF6 est un facteur transcriptionnel qui sera clivé dans 1’appareil de
Golgi, puis migrera dans le noyau pour transcrire les geénes codant les protéines
chaperonnes comme BiP, GRP94 ou la calnexine. IRE1a possede une activité RNAse qui
va permettre I’épissage de ’ARNm du facteur transcriptionnel XBP1, qui lui aussi va
permettre la transcription de genes de I’'UPR. Enfin, PERK activée va phosphoryler elF2a.
qui va bloquer la traduction des ARNm, limitant ainsi la synthese protéique globale, a
I’exception du facteur transcriptionnel ATF4, impliqué également dans la transcription de
genes de 'UPR et de genes de 1’apoptose, comme CHOP.

ATEF6 : Activating Transcription Factor 6 ; CHOP : C/EBP Homologous Protein ; elF2a :
eucaryotic Initiation Factor 2a; GRP: Glucose Regulated Protein ; IREla : Inositol
Requiring Enzyme 1a ; PERK : PKR-like Endoplasmic Reticulum Kinase ; XBP-1 : X-box
Binding Protein 1.

D’apres (Pallet et al., 2009).



de réponse aux stress du RE (ER stress Response Element [ERSE]) induisant ainsi la
transcription de geénes codant des protéines impliquées dans la réponse UPR comme BiP,
GRP94, PDI et ORP150 (Oxygen Regulated Protein 150 kD) ainsi que des enzymes
intervenant dans la maturation et la dégradation protéique telles que la protéine EDEM
(Hosokawa et al., 2001).

L’activation de la voie ATF6 engendre également une régulation transcriptionnelle.
Lors d’un stress du RE, ATF6 quitte la membrane du RE et migre, via des vésicules,
jusqu’a I’appareil de Golgi ou il est clivé par les protéases SIP (site-1 protease) et S2P
(site-2 protease). Ce clivage libere une portion cytosolique active de ATF6 (ATF6 p50)
capable de se fixer sur les ERSE des geénes codant les chaperonnes impliquées dans la
maturation des protéines (Zhang and Kaufman, 2004, Ron and Walter, 2007).

Les conséquences de I’activation concomitante de ces voies a la fois cytoprotectrices et
pro-apoptotiques sur la survie cellulaire vont dépendre de leurs intensités respectives, de

leur durée mais également du type cellulaire dans lequel survient la réponse UPR.

C. Stress du RE et apoptose

L’activation du stress du RE permet le maintien de 1’homéostasie cellulaire mais
lorsque le stress est intense et prolongé, la réponse UPR induit un programme de mort
cellulaire par apoptose. Les signaux apoptotiques sont initi€s dans le RE par différents
mécanismes. La voie apoptotique la plus décrite lors d’un stress du RE est celle impliquant
le facteur de transcription CHOP, également appelé GADDI153 (Growth Arrest and DNA
Damage inducible protein 153), qui est régulé par les facteurs ATF4 et probablement
ATF6 (Oyadomari and Mori, 2004) et XBP1 (Tabas and Ron, 2011). Il a ét€¢ montré, dans
des modeles murins, que la délétion du gene Chop protege partiellement de la mort
cellulaire médiée par un stress du RE, de la toxicité rénale induite par des inducteurs
pharmacologiques du stress du RE et de I’apoptose des cellules neuronales induite par
I’ischémie (Scheuner and Kaufman, 2008). CHOP peut induire ses effets pro-apoptotiques
en activant la transcription de genes codant des protéines régulant positivement I’apoptose,
tels que DRS (Death Receptor 5), Bim et TRB3 (Tribbles-Related Protein 3) (Yamaguchi
and Wang, 2004, Puthalakath et al., 2007, Ohoka et al., 2005), ou en réprimant la
transcription de genes protecteurs. L’activation de [’apoptose peut également é&tre

dépendante de la voie IREla. Le domaine cytosolique de IREla interagit avec la protéine
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adaptatrice TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2). Cette association permet le
recrutement de ASK1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1) puis I’activation de JNK
(Nishitoh et al., 2002). JNK induit I’apoptose en activant les protéines pro-apoptotiques de
la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma-2), telles que Bim, et en inhibant les protéines anti-
apoptotiques comme Bcl-2 (Liu and Lin, 2005, Kim et al., 2008). JNK induit également le
relargage du cytochrome c qui permet I’activation de la cascade apoptotique initiée par la
caspase 9 (Dhanasekaran and Reddy, 2008) (Figure 8).

Dans des conditions physiologiques, 1’apoptose induite par le stress du RE a un rdle
bénéfique car elle pourrait éliminer les dernieres cellules endommagées qui, malgré
I’action de la réponse UPR, n’ont pas pu retrouver une fonction normale. L.’apoptose peut
également servir de mécanisme de défense contre les agents infectieux tels que
Mycobacterium tuberculosis. Cependant, si I’apoptose induite par le stress du RE persiste,

elle peut devenir pathologique.

II. Le stress du RE en pathologie humaine

En plus de son implication en physiologie dans [’adaptation cellulaire a des
modifications environnementales, le role du stress du RE est reconnu dans la
physiopathologie de nombreuses maladies telles que les maladies rénales, le diabete,
certaines maladies neurodégénératives, 1’athérosclérose, I’ischémie-reperfusion cardiaque
ou cérébrale. La mise en évidence de marqueurs du stress du RE en pathologie permettrait

de développer des stratégies thérapeutiques ciblant la réponse UPR.

A. Stress du RE et diabete

Les cellules § du pancréas, localisées au sein des ilots de Langerhans, possédent un RE
tres développé traduisant leur capacité a sécréter une grande quantité d’insuline. Lorsque
ces cellules subissent un stress du RE provoqué, par exemple, par des ERO produites suite
a la formation de nombreux ponts disulfures lors d’une syntheése protéique accrue,
I’activation de la voie PERK/eIF2a de la réponse UPR permet une adaptation cellulaire en
réduisant la production de nouvelles protéines et par conséquent en diminuant la formation

d’ERO (Scheuner and Kaufman, 2008, Eizirik et al., 2008). Il a été décrit que la mutation
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Figure 8 : Relations entre la réponse UPR et les voies de mort cellulaire.

L’activation de IREla entraine le recrutement de TRAF2 puis ’activation de la kinase
ASKI1 et la voie des MAP kinases sensibles au stress, telles que p38 MAPK et JNK. Les
facteurs de transcription ATF4, XBP1 et ATF6 induisent la transcription du facteur pro-
apoptotique CHOP et p38 MAPK stimule I’activit¢ de CHOP. Ce dernier régule
I’expression des genes codant des protéines impliquées dans I’apoptose en inhibant la
transcription du gene anti-apoptotique Bcl-2 et en induisant la transcription du gene anti-
apoptotique Bim. JNK peut également inhiber Bcl-2 et activer Bim.

ASK1 : Apoptosis Signal-regulating Kinase 1; Bcl-2: B-cell lymphoma-2; CHOP :
C/EBP Homologous Protein ; IREla : Inositol Requiring Enzyme la; JNK: Jun N-
terminal Kinase ; MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; TRAF2 : TNF Receptor-
Associated Factor 2

D’apres (Kim et al., 2008).



homozygote du géne PERK dans un mode¢le murin induisait la mort des cellules [} par
apoptose et l’apparition d’un diabéte de type 1 conduisant progressivement a une
hyperglycémie (Kim et al., 2008). De plus, a partir d’'un modele de souris Akita ou la
mutation du géne Ins2 codant pour le précurseur de I’insuline entraine un stress du RE
suite a I’accumulation des protéines mutées puis une diminution du nombre de cellules 3
accompagnée d’une hyperglycémie, Oyadomari et al. ont montré que 1’apparition du
diabete est retardée lorsque le géne Chop est délété de facon homozygote suggérant que la
mort cellulaire est en partie dépendante de CHOP (Oyadomari et al., 2002). Ces données
mettent en évidence le lien entre la voie PERK/elF2a et le développement du diabete de
type 1. Aucune donnée ne montre 1’'implication des voies ATF6 et IREla dans cette
pathologie.

Le stress du RE est également mis en jeu dans le diabete de type 2 mais les données de
la littérature concernant ce lien potentiel sont complexes. Le diabete de type 2 est
caractérisé par une insulino-résistance des tissus périphériques secondaire a un régime
riche en acides gras et, a long terme, par une diminution de la syntheése d’insuline par les
cellules . Dans une situation d’insulino-résistance, les besoins en insuline sont augmentés
et les capacités de production et de sécrétion de I’insuline dans le RE des cellules 3
peuvent étre insuffisantes. Les cellules B s’adaptent donc a cette demande accrue en
activant la réponse UPR. L’inhibition de la réponse UPR, par exemple en utilisant des
souris knockout pour le géne XBP1 spécifiquement dans des cellules 3 de souris, conduit a
une dysfonction des cellules 3 (Lee et al., 2011). Dans d’autres tissus comme le foie,
I’activation de la réponse UPR serait défavorable et conduirait a une altération de la voie
de signalisation de I’insuline. Plusieurs études tendent a montrer que 1’activation de la
réponse UPR est directement associ€e a 1’insulino-résistance. Cependant, la réponse UPR
semble réguler la lipogenese ainsi que les réserves lipidiques. Par conséquent, I’induction
de la réponse UPR modifierait 1’équilibre lipidique cellulaire et, via 1’accumulation
d’intermédiaires lipidiques, affecterait la voie de signalisation de I’insuline et conduirait a

I’insulino-résistance (Samuel and Shulman, 2012).

B. Stress du RE et ischémie-reperfusion

L’IR peut étre observée dans divers contextes, par exemple au moment de la

transplantation d’un organe solide, lors d’une occlusion transitoire des arteres cérébrales,
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d’un infarctus du myocarde ou d’une chirurgie cardiovasculaire. Il a été décrit que le stress
du RE est impliqué dans la survenue des lésions d’IR (Xu et al., 2005). L’ischémie
entraine une hypoxie tissulaire et une carence en nutriments, notamment en glucose. Le
déficit en ATP causé par I’hypoxie induit une diminution de la concentration
intraréticulaire de calcium et une altération de 1’activité de BiP et GRP94. L hypoxie et la
carence en glucose sont connues pour induire des dysfonctions des systeémes de maturation
des protéines natives aboutissant €galement a [’activation de la réponse UPR. La
reperfusion qui suit 1’ischémie provoque un stress oxydatif et la production d’ERO, tels
que le monoxyde d’azote, qui alterent le statut redox, interferent avec la formation des
ponts disulfures et conduisent a la formation de protéines mal conformées (Sheridan and
Bonventre, 2000).

La protéine ORP150, une protéine chaperonne associée au RE, intervient dans les
situations d’IR cardiaque, cérébrale ou rénale en jouant un role protecteur vis-a-vis de ces
agressions. Au niveau cérébral, I’expression de ORP150 est fortement induite dans les
astrocytes soumis a une hypoxie et la surexpression de ORP150 dans des cultures de
neurones inhibe 1’apoptose induite par I’hypoxie (Tamatani et al., 2001, Pallet et al., 2009).
Kitano et al. ont également montré qu’une heure d’ischémie cérébrale suivie d’une
reperfusion entraine des lésions cérébrales plus importantes dans des souris knockout pour
le gene ORP150 que dans des souris transgéniques pour ce méme gene, suggérant que
ORP150 limite la survenue de 1ésions et empéche la mort cellulaire. Cependant, 1’effet
bénéfique de ORP150 n’est plus observé lorsque 1’ischémie est prolongée (Kitano et al.,
2004).

De plus, au niveau cardiaque, I’homéostasie calcique intracellulaire est impliquée dans
I’activité contractile du cceur. Lorsque 1’équilibre calcique est perturbé dans les
cardiomyocytes, la machinerie apoptotique peut €tre activée et induire la mort de ces
cellules. La protéine ORP150 pourrait intervenir dans la régulation du calcium
intracellulaire des cardiomyocytes. En effet, la surexpression de la protéine ORP150 dans
des cellules musculaires cardiaques de rat maintient 1’homéostasie calcique suite a des
épisodes d’IR. Il a aussi été¢ démontré, in vitro et in vivo, que I’hypoxie des cardiomyocytes
induit I’expression de ORP150 et que I’inhibition de cette protéine augmente la mort des
cellules par apoptose, indiquant le role cytoprotecteur de ORP150 dans les cardiomyocytes

(Aleshin et al., 2005).
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Enfin, ORP150 est également impliquée dans la survenue de 1ésions rénales d’IR. Ces

données sont relatées ci-apres, dans le paragraphe I11.B.

C. Stress du RE et maladies neurodégénératives

Divers travaux mettent en évidence le rdle du stress du RE dans la survenue des
maladies neurodégénératives. L’accumulation de protéines mal conformées comme le
peptide (-amyloide, I’a-synucléine et la huntingtine est associée a une mort sélective des
cellules neuronales dans la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et la maladie de
Huntington respectivement. Dans la maladie d’Alzheimer, les protéines préséniline-1 et 2
(PS-1 et PS-2) interviennent dans la production du peptide B-amyloide. Il a été observé des
anomalies de régulation du calcium intraréticulaire dans des souris knockin pour la
protéine mutée PS-1 et une augmentation de la mort des cellules neuronales via 1’induction
de la protéine CHOP. L’augmentation de CHOP pourrait contribuer a la pathogenese de
ces protéines mutées en rendant les cellules neuronales plus sensibles a I’apoptose induite
par le stress du RE (Oyadomari and Mori, 2004, Yoshida, 2007b). De plus, la protéine PS-
1 peut se lier a IREIl et I'inhiber ce qui réduit la réactivit¢ du RE face a un stress
(Lindholm et al., 2006).

Dans la maladie de Parkinson, le lien entre 1’a-synucléine et le stress du RE n’a pas été
établi. En revanche, la mutation de la protéine Parkin, une protéine ligase ubiquitine-like
impliquée dans le systeme de dégradation ERAD, semble associée a 1’apoptose induite par
le stress du RE. En effet, ’expression de la protéine Parkin est augmentée lors d’un stress
RE et la surexpression de Parkin non mutée dans les cellules neuronales leur confére une
résistance au stress du RE en inhibant la mort cellulaire (Oyadomari and Mori, 2004,

Doyle et al., 2011).

D. Stress du RE et cancer

Lors de la croissance tumorale, les cellules cancéreuses doivent faire face a un
microenvironnement, caractérisé notamment par une hypoxie et une carence en nutriments,
qui n’est pas favorable a leur croissance et a leur survie. De nombreux travaux effectués
sur des cellules humaines tumorales, des lignées cellulaires ou des modeles animaux

notamment de cancer du sein, de carcinome hépatocellulaire, de tumeur gastrique ou
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d’adénocarcinome de I’cesophage, ont montré une activation du stress du RE par ces
modifications environnementales et ont mis en évidence le role de la réponse UPR dans le
maintien de la survie des cellules cancéreuses (Li et al., 2011b, Tsai and Weissman, 2010).

Dans des conditions d’hypoxie, il a été décrit que la voie IRE1-XBP1 de la réponse
UPR est impliquée dans la survie et la croissance tumorale. En effet, la déficience du gene
XBP1 entraine une augmentation de la mort cellulaire induite par le stress du RE dans des
fibroblastes embryonnaires murins et empéche la croissance tumorale chez la souris dans
laquelle une tumeur a été transplantée (Romero-Ramirez et al., 2004). Il a aussi été montré,
lors d’une hypoxie, que la voie PERK permet aux cellules tumorales de survivre en
bloquant son cycle cellulaire et en inhibant la synthese protéique. Blais et al. ont montré
que la viabilité des cellules tumorales déficientes pour le géne Perk est plus faible et que
les tumeurs formées sont plus petites que pour les tumeurs PERK** (Blais et al., 2006).

Des données émergentes concernant la réponse UPR en tant que cible thérapeutique
dans le myélome multiple montrent, dans une lignée humaine de ce type d’hémopathie
maligne, que l'inhibition de 1’épissage de XBP1 par le MKC-3946 augmente la
cytotoxicité du bortezomib, une molécule anticancéreuse utilisée dans le traitement du
myélome multiple et inducteur du stress du RE. L’inhibition de la voie IREIl
simultanément a I’induction du stress du RE entraine une activation plus importante de la
voie PERK, une augmentation de I’expression de CHOP et finalement 1’apoptose de ces
cellules (Mimura et al., 2012).

Les cellules tumorales confrontées a un microenvironnement ischémique activent
d’autres phénomenes comme 1’angiogenese qui va permettre la croissance et la
prolifération de ces cellules ainsi que le développement de métastases grace a la synthese
d’un nouveau réseau de vaisseaux sanguins. Plusieurs travaux en cancérologie mettent en
évidence un lien entre le stress du RE et I’angiogenese lors du développement tumoral.
L’activation du stress du RE et de la réponse UPR par I’hypoxie ou d’autres inducteurs
connus du stress du RE, entraine la production de facteur pro-angiogéniques et contribue
au processus de néovascularisation (Marjon et al., 2004, Pereira et al., 2010). En effet, il a
été montré que I’expression du VEGFA est augmentée lors d’un stress du RE (Abcouwer
et al., 2002) et que la sécrétion est dépendante de la protéine chaperonne ORP150

(Moenner et al., 2007). De plus, Drogat et al. ont mis en évidence que I’augmentation de
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I’expression de VEGFA induite par I’hypoxie et la carence en glucose est dépendante de la
voie IRE1 dans plusieurs lignées humaines de carcinome pulmonaire (Drogat et al., 2007).
Cependant, le role de la réponse UPR dans la sécrétion de ces facteurs pro-

angiogéniques reste encore peu connu en physiopathologie rénale.

I11.Le stress du RE au cours des néphropathies

Le stress du RE est un processus adaptatif important dans le rein puisqu’il permet de
protéger les cellules du parenchyme des agressions diverses auxquelles il est soumis. Le
stress du RE a aussi été décrit dans plusieurs situations pathologiques et dans tous les types
cellulaires mais son role dans le développement et I’évolution des maladies rénales aigués
ou chroniques est un domaine encore peu étudié. La mise en évidence de ce mécanisme
d’adaptation aux stress environnementaux est importante car il peut constituer une cible
thérapeutique a visée néphroprotectrice intéressante, ainsi qu’une source de biomarqueurs

de souffrance tissulaire.

A. Stress du RE et glomérulopathies

Différents travaux ont mis en évidence I’induction du stress du RE dans les podocytes
de modeles animaux de néphropathie membraneuse, telle que la néphrite de Heymann, et
de syndrome néphrotique induit par la puromycine. Au cours de la néphrite de Heymann,
caractérisée par des dépdts de complexes immuns dans les cellules épithéliales
glomérulaires, ceux-ci activent le complément ce qui induit la formation et I’activation du
complexe d’attaque du complément C5b-C9 et conduit a D’apparition de Iésions
podocytaires. Il a été montré que le complexe C5b-C9 augmente I’expression de BiP et
GRP94 dans des cellules épithéliales glomérulaires in vitro et in vivo chez le rat, et que
I’inhibition de BiP entraine [’apparition de lésions glomérulaires induite par le
complément, suggérant un rdle protecteur de cette protéine chaperonne (Cybulsky et al.,
2002, Dickhout and Krepinsky, 2009). Dans un modele de syndrome néphrotique induit
par la puromycine chez le rat, il a été observé que la protéinurie active le stress du RE dans
les podocytes, avec une augmentation de I’expression de BiP et entraine une localisation

anormale de la néphrine, protéine constituant le diaphragme de fente et essentielle au
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maintien de la fonction de filtration glomérulaire, dans le cytoplasme, suggérant que le
stress du RE est associé aux 1é€sions podocytaires (Inagi, 2009). De plus, des études in vitro
ont montré que 1’induction du stress du RE par une carence en glucose perturbe la
conformation normale de la néphrine et inhibe son transport jusqu’a la membrane

plasmique des podocytes (Fujii et al., 2006, Pallet et al., 2009).

B. Stress du RE et lésions tubulaires

L’implication du stress du RE dans la survenue de lésions tubulaires rénales a été
observée dans différentes situations. Ohse et al. ont montré, dans un modele in vitro de
cellules tubulaires proximales, que la surcharge en albumine induit, concomitamment, un
stress du RE et I’apoptose de ces cellules via I’activation de la caspase 12. Ces résultats ont
également été obtenus dans un modele in vivo de protéinurie induite par la puromycine
chez le rat (Ohse et al., 2006). L’IR rénale est aussi responsable de lésions tubulaires
induites via le stress du RE. En effet, I’expression de la protéine chaperonne ORP150 est
augmentée dans 1’épithélium rénal de patients atteints d’insuffisance rénale aigu€. De plus,
ORPI150 est surexprimée dans la partie ascendante large de I’anse de Henlé dans un
modele de 1ésions d’IR rénale chez le rat ainsi que dans des cellules tubulaires rénales
soumises a une hypoxie. Ces mémes cellules knockdown pour le géne ORP150 sont plus
sensibles a la mort induite par I’hypoxie que les cellules normales alors que la
surexpression de ORP150 dans des souris transgéniques entraine une résistance vis-a-vis
des 1ésions rénales induites par I’IR, mettant ainsi en évidence le role protecteur de la
protéine ORP150 (Bando et al., 2004). Enfin, le stress du RE intervient dans la
néphrotoxicité de nombreux composés médicamenteux. Un surdosage en paracétamol
provoque une mort des cellules épithéliales tubulaires proximales par apoptose dépendante
du stress du RE. Ce dernier est associé a une augmentation de I’expression de CHOP et au
clivage de la caspase 12 (Lorz et al., 2004). Au sein du laboratoire, il a été montré que la
néphrotoxicité de la CsA, immunosuppresseur utilisé en transplantation rénale, est
directement reliée au stress du RE. La CsA est responsable de modifications phénotypiques
épithéliales, conduisant a la production de protomyofibroblastes indépendamment de la
voie TGF-3, ainsi que de la mort des cellules induite par le stress du RE (Pallet et al.,

2008a).
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IV.Le stress du RE dans I’inflammation

Une littérature émergente suggere que le stress du RE et la réponse UPR sont liés a
I’inflammation par divers mécanismes comme la production d’ERO ou I’activation du
facteur de transcription NF-kB et de la protéine kinase JNK.

Les ERO sont d’importants activateurs de I’inflammation et le stress du RE serait un
médiateur du stress oxydant caractérisé par la génération et I’accumulation d’ERO
intracellulaires. Pour obtenir une conformation correcte des protéines, le repliement de
celles-ci dans le RE nécessite la formation de ponts disulfures qui se fait grace aux
enzymes PDI et ERO1 (ER Oxidoreductin 1) (Zhang and Kaufman, 2008). L’action de ces
enzymes entraine la production d’ERO. Une augmentation accrue du repliement des
protéines dans le RE conduit donc a une accumulation d’ERO, ce qui peut initier
I’inflammation. Cependant, en réponse au stress du RE, les cellules activent la réponse
UPR pour limiter ’accumulation des ERO. L’activation de la voie PERK entraine la
transcription sélective du facteur ATF4 ainsi que la phosphorylation de NRF2 (Nuclear
factor-erythroid-derived 2 (NF-E2)-Related Factor 2) ce qui induit la transcription de génes
anti-oxydants. Il a ét€¢ montré que la tunicamycine, inducteur du stress du RE, induit une
faible accumulation d’ERO dans des cellules wild-type alors qu’elle entraine une
accumulation massive et délétere d’ERO dans les cellules ayant une activité nulle de
PERK (Harding et al., 2003, Cullinan and Diehl, 2004).

Le stress du RE participe également a la réaction inflammatoire en activant, par
différentes voies, le facteur de transcription NF-kB et la transcription des genes de
I’inflammation. En absence de stimuli inflammatoires, NF-kB, constitu€ des sous-unités
pS0 et p65/RelA, est sous forme inactive dans le cytoplasme, 1i€ a un inhibiteur de NF-kB
(IkB) exprimé de facon constitutive. En réponse au stress du RE, le domaine
cytoplasmique de IREla se complexe avec I'lkB kinase (IKK) grace a la protéine
adaptatrice TRAF2. Cette interaction entraine la phosphorylation activatrice de IKK qui va
elle-méme induire la phosphorylation inhibitrice de IxkBa. IkBa se dissocie alors de NF-
kB ce qui conduit a la dégradation de IkB par le protéasome et a la translocation de NF-kB
dans le noyau (Figure 9) (Hasnain et al., 2012). Le complexe IRE10/TRAF2 permet
également le recrutement de la kinase JNK, I’activation de la voie Akt et la translocation

de NF-xB suite a la phosphorylation de IkB (Urano et al., 2000). De plus, I’activation de
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Figure 9 : La réponse UPR et ’activation de NF-xB.

L’activation de ATF6 entraine son interaction avec Akt pour activer le facteur de
transcription NF-kB. L’autophosphorylation de PERK conduit a I’inhibition de la
traduction des protéines et donc a la diminution de la production de IkB ce qui permet
I’activation de NF-xB. L’oligodimérisation activatrice de IRE1 permet sa liaison avec
TRAF2, puis le recrutement de JNK et I’activation de la voie Akt ainsi que le recrutement
et la phosphorylation activatrice de 1’lkB kinase (IKK). Ces deux voies conduisent a la
dégradation de IkB, inhibiteur de NF-kB et donc a I’activation de NF-kB. Cependant,
lorsque le stress du RE est peu intense, 1’activation de PERK et IREla entraine la
production de C/EBPp et de A20. Ces derniers inhibent 1’activation de NF-kB en réponse a
des stimuli inflammatoires.

ATF6 : Activating Transcription Factor 6 ; C/EBPf} : Ccaat-Enhancer Binding Protein ;
IREI : Inositol Requiring Enzyme 1 ; NF-xB : Nuclear Factor-kB ; PERK : PKR-like
Endoplasmic Reticulum Kinase.

D’apres (Hasnain et al., 2012).



PERK entraine la diminution de la traduction des ARNm et réduit donc la synthese de IxB.
Le ratio NF-xB/IkB est augmenté et NF-kB libre peut migrer dans le noyau (Zhang and
Kaufman, 2008). L’activation de ATF6 active également la voie Akt/NF-xB par un
mécanisme encore méconnu (Yamazaki et al., 2009). Enfin, un autre processus impliquant
la fuite de GRP78 dans le cytosol pourrait étre impliqué dans I’activation de NF-xB.
GRP78 interagirait directement avec IKK pour finalement libérer NF-kB (Hasnain et al.,
2012).

Le stress du RE pourrait également contribuer a la génération de 1’inflammation par un
mécanisme indépendant de NF-xB. En effet, la thapsigargine, un inducteur connu du stress
du RE, entraine une augmentation de I’expression de la calréticuline a la surface cellulaire
augmentant ainsi la phagocytose de ces cellules par les cellules présentatrices d’antigene
(CPA) et la production de cytokines inflammatoires par les CPA (Peters and Raghavan,
2011).

L’inflammation joue un rdle important dans le développement des maladies rénales
chroniques et le réle du stress du RE dans la génération d’une réponse inflammatoire en
pathologie rénale reste encore méconnu. Il serait donc intéressant d’étudier le lien entre ces

mécanismes afin d’évaluer I’implication du stress du RE au cours des néphropathies.

V. Stress du RE et autophagie

Avec le systtme ERAD associé au protéasome, 1’autophagie constitue un mécanisme
de dégradation majeur des cellules eucaryotes. L’autophagie est un processus de
dégradation hautement régulé impliqué dans le renouvellement des macromolécules et des
organites intracellulaires et peut étre une voie alternative dont dispose la cellule pour
éliminer les protéines mal conformées qui s’accumuleraient dans le RE et qui ne pourraient
pas étre dégradées par le systtme ERAD.

Les premieres études mettant en évidence I’activation de 1’autophagie par le stress du
RE ont été effectuées chez la levure. Yorimitsu et al. ont montré que le dithiotréitol et la
tunicamycine, deux inducteurs connus du stress du RE, entrainent, a la fois, la synthese de
Kar2 (homologue de BiP) et la formation de vacuoles autophagiques dans le modele S.
cerevisiae (Yorimitsu et al., 2006). 11 a aussi été observé, dans des cellules tubulaires

proximales rénales humaines et de rat, une activation de 1’autophagie par la formation
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d’autophagosomes secondairement a un stress du RE (Kawakami et al., 2009, Pallet et al.,
2008b).

Les trois voies de la réponse UPR, PERK, IRE1 et ATF6, activées lors d’un stress du
RE, semblent activer I’autophagie. En effet, en réponse a 1’hypoxie, I’activation de PERK
entraine la transcription des genes codant deux protéines de I’autophagie LC3 (Light Chain
3) et Atg5 via l’action respective des facteurs de transcription ATF4 et CHOP
sélectivement traduits (Rouschop et al., 2010). De plus, I’induction de PERK réduit la
traduction de IkB et active NF-kB qui pourrait contribuer au processus autophagique
(Kroemer et al., 2010). Enfin, il a ét¢ montré que la voie IREla est nécessaire a
I’activation de I’autophagie par le stress du RE. Dans des fibroblastes embryonnaires
murins déficients pour le gene IREla, il n’a pas été observé d’accumulation de LC3 lors
d’un stress du RE induit par la thapsigargine (Ogata et al., 2006). Cependant, d’autres
données montrent qu’un stress du RE prolongé inhibe le flux autophagique. En effet,
I’inhibition de la kinase IRE1 dans une lignée cellulaire de neuroblastome augmente la
conversion de LC3-I et LC3-II apres 24h d’exposition a la thapsigargine (Lee et al., 2012).

La stimulation des différents acteurs du stress du RE n’a donc pas les mémes
conséquences sur le processus autophagique. Elles varient selon le type cellulaire, la nature
des stimuli induisant le stress du RE et I’autophagie mais aussi la durée et 1’intensité

d’activation du stress.
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Partie 3 : L autophagie

I. Généralités sur I’autophagie

Le terme autophagie, qui signifie littéralement « se manger soi-méme », englobe un
ensemble de mécanismes cataboliques aboutissant a la dégradation de constituants
cellulaires, organites et macromolécules, par le lysosome. Les produits de dégradation
formés sont recyclés pour la synthése de nouvelles protéines et pour la production
d’énergie nécessaire a la cellule.

Il existe plusieurs types d’autophagie : la microautophagie, 1’autophagie dépendante
des protéines chaperonnes et la macroautophagie (Figure 10). La microautophagie a lieu
directement au sein du lysosome. La membrane lysosomale s’invagine et entraine la
séquestration puis la dégradation de certains composants cytosoliques a I’intérieur du
lysosome, tels que des corps multivésiculaires formés par endocytose, des mitochondries.
La microautophagie permet également 1’approvisionnement des lysosomes en glycogene
(Lietal.,2012).

L’autophagie dépendante des protéines chaperonnes implique la translocation directe
des substrats protéiques solubles mal conformés a travers la membrane du lysosome grice
a I’intervention de protéines chaperonnes telles que HSP90 (Heat Shock Protein) et HSC70
(Heat Shock Cognate protein), qui permettent d’acheminer les protéines altérées jusqu’au
lysosome, et du récepteur membranaire LAMP-2A (Lysosome-Associated Membrane
Protein type 2A) qui permet l’entrée des protéines dans le lysosome. L’autophagie
dépendante des protéines chaperonnes entraine la dégradation de protéines endommagées
portant des motifs KFERQ, telles que le peptide [-amyloide, reconnus par LAMP-2 et de
protéines non essentielles produisant des acides aminés qui serviront a la synthése de
protéines essentielles (Li et al., 2011a).

La macroautophagie, appelée plus communément autophagie, permet la dégradation de
complexes protéiques a demi-vie longue et d’organites endommagés. Le principe général
de I’autophagie consiste en la séquestration d’une partie du cytoplasme dans une vésicule a
double membrane, appelée autophagosome, qui va fusionner avec le lysosome, pour
former un autolysosome (aussi appelé autophagolysosome). Le matériel séquestré est alors

hydrolysé par les enzymes lysosomales, notamment par des hydrolases, puis libéré dans le
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Figure 10 : Les différents types d’autophagie.

La microautophagie est caractérisée par la séquestration directe de constituants
cytosoliques par les lysosomes suite a l’invagination de la membrane lysosomale.
L’autophagie dépendante des chaperonnes implique la translocation directe des protéines
mal conformées solubles a travers la membrane lysosomale grace a 1’action des
chaperonnes lysosomales et cytosoliques HSC70, qui acheminent les protéines jusqu’au
lysosome, et du récepteur membranaire LAMP-2 qui permet 1’entrée des protéines dans le
lysosome. Dans le cas de la macroautophagie, les constituants cellulaires sont séquestrés
dans une vésicule a double membrane appelée autophagosome formé par élongation du
phagophore. L’autophagosome fusionne avec le lysosome pour former un autolysosome.
Les hydrolases contenues dans le lysosome permettent la lyse de la membrane interne de
I’autophagosome et la dégradation du contenu séquestré. Les produits de dégradation sont
ensuite libérés dans le cytosol.

HSC70: Heat Shock Cognate protein 70 kDa; LAMP-2: Lysosome-Associated
Membrane Protein type 2A.

D’apres (Mizushima et al., 2008).



cytoplasme suite a la dégradation de la membrane de 1’autolysosome (Xie and Klionsky,
2007). L’autophagie agit en parallele du systeme ubiquitine-protéasome, une autre voie de
dégradation protéique qui dégrade les protéines a demi-vie courte et les protéines mal
conformées grace a un ensemble d’enzymes d’ubiquitination et d’'un complexe protéique
multimérique appelé protéasome (Wilkinson, 2000). Jusqu’a la fin des années 90, une tres
grande attention a été portée au systeme ubiquitine-protéasome. Cependant, la découverte
des genes Atg (AuTophaGy-related genes) de 1’autophagie au milieu des années 1990 chez
la levure Saccharomyces cerevisiae (Tsukada and Ohsumi, 1993, Klionsky et al., 2003) a
permis d’accroitre la recherche sur 1’autophagie et a montré 1’importance du role de ce
processus dans le maintien de I’homéostasie cellulaire.

L’autophagie existe a un niveau basal et permet de maintenir ’homéostasie cellulaire
grace a ses propriétés de dégradation des protéines et de renouvellement des organites
(Kuma and Mizushima, 2010). Elle peut étre activée en situations de stress, telles que la
carence en acides aminés ou en facteurs de croissance (I’insuline par exemple), I’hypoxie
ou le stress du RE, et permet ainsi aux cellules de s’adapter et de survivre a des
modifications de 1’environnement. Elle participe a la défense des cellules de I’organisme
contre les maladies infectieuses, inflammatoires, neurodégénératives et néoplasiques
(Levine and Kroemer, 2008).

L’autophagie joue également un rdle important dans certaines pathologies humaines,
telles que le cancer, les myopathies, les maladies neurodégénératives, les maladies
cardiaques et hépatiques, les pathologies gastro-intestinales puisqu’un dysfonctionnement
du processus autophagique peut étre a I’origine de pathologies telles que la maladie de

Crohn, de maladies métaboliques et de maladies liées a 1’age (Tanaka et al., 2012).

I1I. Biologie de I’autophagie

Plus de 30 genes régulant I’autophagie sont décrits chez la levure et nombreux sont

ceux qui possedent des orthologues chez les mammiferes.
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A. Initiation de I’autophagie

Lors de 1’étape initiale du processus d’autophagie, les composants du cytoplasme,
incluant protéines et organites intracellulaires, sont enveloppés par une membrane, appelée
phagophore. L’origine exacte de cette membrane isolée n’est pas encore totalement
identifiée. Du fait de la proximité des autophagosomes et du RE, celui-ci peut €tre une des
sources du phagophore mais cette membrane peut aussi provenir de la membrane externe
mitochondriale ou de la membrane plasmique (Tooze and Yoshimori, 2010).

L’initiation de ’autophagie fait intervenir de nombreux acteurs rassemblés en trois
complexes qui interagissent entre eux (Figure 11). Tout d’abord, le complexe MTORC1
(Mechanistic Target Of Rapamycin Complex 1), constitué de la protéine kinase MTOR,
Raptor (Regulatory associated protein of MTOR), mLST8 (mammalian Lethal with SEC13
Protein 8), Deptor (DEP domain-containing MTOR-interacting protein) et PRAS40
(Proline-rich Akt Substrate of 40 kDa), interagit avec le complexe ULK (UNC-51-like
Kinase) composé des protéines ULK1/2, Atgl3, FIP200 (FAK(Focal adhesion kinase)
family Interacting Protein of 200 kD) et Atgl01. MTORCI1 possede une activité kinase et
inhibe par phosphorylation les protéines ULK1/2 et Atgl3. A I’inverse, lorsque MTORC1
est inhibé, par une carence en acides aminés par exemple, il se dissocie du complexe ULK.
La protéine ULK1/2 devient alors active et peut phosphoryler la protéine Ambral, un des
composants du complexe PI3K (Phospholnositide-3-Kinase) de classe III. Ce dernier est
formé, en plus de Ambral, de Beclin-1 (connu sous le nom de Atgb6 chez la levure), de
Atgl4 (aussi appelé Atgl4L ou Barkor), de Vps15 et de Vps34 (Vacuolar protein sorting
15 et 34), une PI3K de classe III. La formation de ce complexe est indispensable a
I’activation de Vps34 qui permet la production de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P)
et a I’initiation de I’autophagie (Kroemer et al., 2010, Mizushima et al., 2011). PI3P est
une molécule lipidique importante dans la formation des autophagosomes car elle controle
leur biogenese et leur maturation en recrutant les protéines nécessaires a 1’élongation du
phagophore (Burman and Ktistakis, 2010).

L’étude de Ilinitiation de [’autophagie dans des modeles animaux ou cellulaires
implique généralement 1’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de 1’autophagie tels
que la 3-méthyladénine, la wortmannin ou le LY294002 qui sont des inhibiteurs des PI3K
(Wu et al., 2010, Blommaart et al., 1997), mais également des siRNA invalidant le gene

Beclin-1 permettant ainsi ’inhibition de la formation des autophagosomes.
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Figure 11 : La machinerie autophagique et ses principaux acteurs.

De nombreux acteurs participent aux étapes de l’autophagie : initiation, élongation,
maturation et fusion. (A) Les inducteurs de I’autophagie, tels que la carence en nutriments,
entrainent la dissociation de TORCI1 et du complexe ULK1/2. (B) Ce dernier, une fois
activé, entraine la phosphorylation de Ambral et stimule l’activit¢ de Beclin-1, deux
constituants du complexe PI3K de classe IIl. Beclin-1 interagit avec des facteurs
activateurs (bleu) et inhibiteurs (gris) qui régulent la liaison de Beclin-1 a Vps34, I'unité
catalytique du complexe PI3K. (C) En plus de ces deux complexes, la formation des
autophagosomes a partir du phagophore requiert I’intervention de deux systémes de
conjugaison « ubiquitine-like » impliquant les protéines Atgl2 et LC3. La protéine LC3 est
nécessaire au transport et a la maturation des autophagosomes ainsi qu’a la sélection des
substrats destinés a étre dégradés par 1’autophagie. (D) Les autophagosomes complétement
matures fusionnent avec les endosomes tardifs pour former des amphisomes. Enfin, les
autophagosomes ou les amphisomes fusionnent avec les lysosomes ce qui aboutit a la
formation d’autolysosomes. Ces derniers, grace a leur activité d’hydrolyse, dégradent le
matériel séquestré qui est ensuite recyclé pour synthétiser de nouvelles molécules au sein
de la cellule.

PI3K : Phosphoinositide-3-Kinase ; TORCI : Target of Rapamycine Complex 1 ; ULK:
UNC-51-like Kinase.

D’apres (Kroemer et al., 2010).



B. Elongation

Une fois 1’autophagie initiée, le phagophore s’allonge pour aboutir a la formation d’une
vésicule a double membrane, appelée autophagosome, contenant des macromolécules et
des organites endommagés.

Deux systemes de conjugaison « ubiquitin-like » sont impliqués dans 1’élongation des
structures pré-autophagosomales. La premiere voie entraine la liaison covalente de Atgl?2 a
Atg5 grace a la participation de Atg7 (El-like enzyme) et de AtglO (E2-like enzyme).
Atgl6L se fixe ensuite de facon non covalente sur le conjugué Atgl2-Atg5 pour former un
complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L agissant comme une ligase et permettant la liaison de la
microtubule-associated protein 1 light chain 3 (MAPILC3 aussi appelé LC3/Atg8) aux
membranes pré-autophagosomales (Mizushima et al., 2003) (Figure 11). Le second
systéme « ubiquitin-like » conduit a la formation d’un conjugué lipidique constitué de la
phosphatidyléthanolamine (PE) et de LC3. La protéine pro-LC3, précurseur de LC3, est
clivée au niveau du COOH terminal par la protéase Atg4B donnant ainsi la forme
cytosolique LC3-I. LC3-I se conjugue ensuite a la PE grace a I’action successive de Atg7
(E1-like enzyme) et Atg3 (E2-like enzyme) pour aboutir a la forme LC3-II associée a la
membrane des autophagosomes (Tanida et al., 2001, Tanida et al., 2002) (Figure 11).
LC3-II est une cible spécifique de 1’élongation de la membrane des autophagosomes et,
contrairement au complexe Atgl2-Atg5-Atgl6L, reste sur les autophagosomes méme
apres la fusion avec les lysosomes. L’association stable et spécifique de LC3-II aux
autophagosomes fait de lui un excellent marqueur lors de 1’étude de 1’autophagie
(Mizushima, 2004, Klionsky, 2012).

La mise au point de modeles animaux déficients pour le gene Azg5 ou Arg7 ainsi que
I’utilisation de siRNA dirigés contre ces genes permettent également d’étudier le rdle de

I’autophagie dans divers contextes (Table 1).
C. Maturation et fusion
Une fois formés dans le cytoplasme, les autophagosomes doivent rejoindre les
lysosomes avec lesquels ils vont fusionner. Les autophagosomes se déplacent le long des

microtubules, de facon bidirectionnelle, vers le centre organisateur des microtubules

(MicroTubule-Organizing Center [MTOC]), une zone riche en lysosomes (Jahreiss et al.,
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Atg5” Cellules Développement normal des cellules dendritiques (Lee et al., 2007)
dendritiques mais altération de la délivrance des peptides via
I’autophagie aux Toll-like receptors et de la
production d’interféron lors d’infection virale.

Atg5™:CD19-Cre Lymphocytes B Diminution du nombre de LB. (Miller et al.,
2008)

Atg5"™:HSA-Cre  Muscle Atrophie des fibres musculaires rapides. (Raben et al.,

squelettique Accumulation de complexes p62-ubiquitine. 2008)

Atg7":Rip-Cre Cellules - Dégénérescence des 1ilots et apparition d’une (Ebato et al.,
pancréatiques intolérance au glucose accompagnée d’une 2008, Jung et al.,
diminution de la sécrétion d’insuline. 2008)

Athf/f:nestin- Neurones Neurodégénérescence. Accumulation de (Hara et al., 2006,
Cre; complexes p62-ubiquitine. Komatsu et al.,
Atg7":nestin-Cre 2006)

Atg5™:Lck-Cre; Lymphocytes T Diminution du nombre de LT. Déséquilibre de (Pua et al., 2007,

Atg7":Lck-Cre I’expression  des  protéines  pro- et Puaetal., 2009,
antiapoptotiques. Stephenson et al.,
2009)

Atg6/Beclin-1" Animal entier Anomalie de développement et mort in utero. (Yue et al., 2003,
Qu et al., 2007)

Table 1: Conséquences phénotypiques des souris mutées pour un geéne de
I’autophagie.



2008). Ce transport vers le MTOC nécessite I’intervention de protéines motrices appelées
dynéines (Kimura et al., 2008b). La dépolymérisation des microtubules ou I’inhibition du
transport dépendant de la dynéine peut donc altérer le processus autophagique.

Les autophagosomes fusionnent d’abord avec les endosomes précoces puis tardifs pour
former des amphisomes, nécessitant 1’intervention des protéines de la machinerie ESCRT
(Endosomal Sorting Complex Required for Transport) (Rusten and Stenmark, 2009), puis
avec les lysosomes, grice notamment aux protéines de la famille SNAREs (Soluble N-
ethylmaleimide sensitive factor Attachment protein REceptor), pour former les
autolysosomes (Stroupe, 2011).

L’étude du flux autophagique passe aussi par 1’utilisation d’inhibiteurs de fusion des
autophagosomes avec les lysosomes. La bafilomycine A,, par exemple, en inhibant la V-
ATPase (Vacuolar-type H*-ATPase), entraine une augmentation du pH dans les lysosomes
et inhibe la fusion des autophagosomes-lysosomes (Yamamoto et al., 1998). La
chloroquine, quant a elle, est un agent lysosomotropique qui s’accumule dans les
compartiments acides, augmente le pH en neutralisant les protons et inhibe la fusion des
autophagosomes et des lysosomes et donc 1’autophagie (Yoon et al., 2010). L’ intégrité du

contenu lysosomal est donc essentielle pour une fusion optimale.

D. Dégradation lysosomale

Les enzymes lysosomales, dont les hydrolases, situées a la surface interne des
lysosomes dégradent le matériel séquestré puis la membrane des autolysosomes ce qui
permet la libération, dans le cytosol, d’acides aminés qui seront recyclés pour la synthese
de macromolécules et la production d’énergie.

Le flux autophagique peut aussi €tre étudi€ a ce niveau en utilisant des inhibiteurs de
protéases lysosomales, tels que la Pepstatine A souvent associée a 1’E-64, qui empéchent
I’activité des hydrolases et la dégradation des organites et macromolécules séquestrés

(Klionsky, 2012).

E. Sélectivité de la dégradation lysosomale

Il a longtemps été considéré que 1’autophagie était un processus de dégradation non

sélectif mais cela a été rediscuté depuis I'identification de la protéine p62, aussi appelée
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sequestosome 1 (SQSTM1). Cette protéine possede plusieurs domaines lui permettant de
se lier, a la fois, a I’ubiquitine, elle-méme fixée a des agrégats protéiques ou des organites
a dégrader, et aux autophagosomes via la protéine LC3 (Figure 12) (Pankiv et al., 2007).
Le complexe p62-ubiquitine-agrégats est ainsi dégradé par les autolysosomes. La protéine
p62 assure donc I’agrégation et I’élimination de protéines pouvant étre déléteres. Lors d’un
déficit en autophagie, p62 et les agrégats s’accumulent dans les cellules, ce qui entraine un
stress oxydatif qui pourrait étre a I’origine de modifications pathologiques dans le foie des
souris dont le géne Azg7 est déficient (Komatsu et al., 2007a).

La mise en évidence d’un nouveau groupe de récepteurs dans le cytoplasme, les SLRs
((p62/SQSTM1)-Like Receptors), tend a renforcer I’idée que 1’autophagie est un processus
sélectif. En effet, les SLRs sont des protéines adaptatrices autophagiques reconnaissant des
cibles ubiquitinées et la protéine LC3 grace a leur région LIR (LC3 Interacting Region).
Parmi ces récepteurs, NBR1 (Neighbor of BRCA1 gene 1) peut fixer 1’ubiquitine par
I’intermédiaire de son domaine UBA (UBiquitin-Associated domain) et LC3 via son
domaine LIR et peut étre dégradée par I’autophagie sous la dépendance de LIR (Kirkin et
al., 2009). La protéine NDP52 (Nuclear Dot Protein 52 kD), appartenant également a la
famille des SLRs, et I’optineurin joueraient un role dans I'immunité innée en liant, d’une
part, les protéines polyubiquitinées qui se fixent sur certaines bactéries comme Salmonella
enterica sérotype Typhimurium, et d’autre part, la protéine LC3 (Thurston et al., 2009,
Wild et al.,, 2011). NDP52 et l’optineurin permettent ainsi la séquestration puis la

dégradation sélective de cette bactérie par le processus autophagique.

ITI.Régulation de I’autophagie

L’autophagie fait intervenir de multiples acteurs moléculaires rendant sa régulation
complexe. En effet, de nombreuses voies de signalisation interagissent avec le processus
autophagique et le régulent a différents niveaux : élongation du phagophore, formation de

I’autophagosome et fusion autophagosome-lysosome.
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Figure 12 : p62, un récepteur des protéines ubiquitinées.

Les protéines poly-ubiquitinées qui seront dégradées interagissent avec le domaine UBA
de la protéine p62. Le complexe ainsi formé sera séquestré dans I’autophagosomes grace a
la liaison entre le domaine LIR/LRS de p62 et LC3.

LIR : LC3-Interacting Region; LRS: LC3 Recognition Sequence ; UBA : UBiquitin-
Associated domain.

D’apres (Ichimura and Komatsu, 2010).



A. La voie MTOR (Mechanistic Target Of Rapamycin)

La protéine MTOR, précédemment connue sous le nom de mammalian Target of
Rapamycin, est maintenant appelée Mechanistic Target of Rapamycin.

La voie MTOR, principale voie régulant I’autophagie, est aussi la voie la plus étudiée.
Elle est composée de deux complexes MTORC1 et MTORC2, eux-mémes constitués de la
protéine kinase MTOR. MTOR, orthologue de mammifere de la protéine kinase TOR chez
les levures, joue un role dans diverses fonctions cellulaires en plus de 1’autophagie, comme
I’initiation de la traduction des ARNm (Mamane et al., 2006), la croissance et la
prolifération cellulaires (Murakami et al., 2004), la biogenese des ribosomes (Mayer and
Grummt, 2006) ou la ré-organisation du cytosquelette (Jacinto et al., 2004).

Au niveau cellulaire, MTORC1 est régulée par la quantité de nutriments présents.
Lorsque 1’environnement est riche en nutriments, en particulier en acides aminés et en
facteurs de croissance, MTOR est activé et empéche la formation du complexe ULK1/2-
Atg13-FIP200 par phosphorylation de ULK1/2 et Atgl3 inhibant ainsi 1’autophagie a
I’étape d’élongation du phagophore. Seuls certains acides aminés sont impliqués dans
I’inhibition de I’autophagie par I’intermédiaire de la voie MTOR. L’alanine, la leucine, la
glutamine et la phénylalanine semblent étre de puissants inhibiteurs de 1’autophagie
(Periyasamy-Thandavan et al., 2009). Des études ont montrées que les acides aminés, et en
particulier la leucine, pourraient induire les PI3K de classe III mais également les PI3K
associées a Beclin-1 sans affecter la liaison entre ces deux derniers, entrainant ainsi
I’activation de MTOR (Meijer and Codogno, 2009). A I'inverse, en cas de carence en
acides aminés, MTOR est inactivé et le processus autophagique peut étre induit.

L’autophagie peut également étre activée par la rapamycine, un inhibiteur connu de
MTOR, indépendamment de la concentration en acides aminés. La rapamycine se lie au
récepteur intracellulaire FKBP12 formant ainsi un complexe rapamycine-FKBP12 qui se
fixe sur le domaine FKBP12-Rapamycine Binding de MTOR et inhibe 1’activité kinase de
MTOR (Huang and Houghton, 2001).

Le complexe MTORC?2, constitué de MTOR, Rictor (rapamycin-sensitive companion
of MTOR), mLST8 et SIN1 (SAPK-interacting protein 1), a un réle encore mal défini dans
la régulation de I’autophagie. Son induction pourrait inhiber indirectement 1’autophagie via

I’activation de la voie Akt suivie de la phosphorylation inhibitrice de FoxO3, un facteur de
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transcription régulant 1’expression des geénes pro-autophagiques comme LC3 et Bnip3

(Bcl-2/adenovirus E1B 19kDa-interacting protein 3) (Mammucari et al., 2007).

B. Les protéines de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2)

Les protéines de la famille Bcl-2 sont susceptibles d’intervenir dans la régulation de
I’autophagie car elles peuvent interagir avec la protéine Beclin-1 impliquée dans
I’initiation de I’autophagie. En effet, Beclin-1 peut s’associer a la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 et a ses homologues Bcl-X; et Bcl-w grace a son domaine BH3 (Bcl-2 homology 3),
entrainant I’inactivité de Beclin-1 et I’inhibition de 1’autophagie (Maiuri et al., 2007a)
(Figure 13). La dissociation du complexe Beclin-1/Bcl-2 conduirait alors a la libération de
Beclin-1, ce qui permettrait la formation du complexe PI3K de classe III et la stimulation
de I’autophagie. Cette dissociation peut avoir lieu de différentes facons. Des protéines
telles que la protéine pro-apoptotique Bad (Bcl-xL/Bcl-2-associated death promoter) ou la
protéine Bnip3 possédant également un domaine BH3, peuvent entrer en compétition avec
Beclin-1 et la déplacer de son complexe (Meijer and Codogno, 2009, Sinha and Levine,
2008). Des études ont montré que 1’activation de JNK1, notamment en cas de carence en
nutriments, peut entrainer la phosphorylation de plusieurs sites au niveau du domaine BH3
de la protéine Bcl-2 et conduire a la dissociation de Beclin-1 et Bcl-2 (Wei et al., 2008).
D’autres travaux ont démontré que le suppresseur de tumeur DAPK (Death-Associated
Protein Kinase), une protéine kinase Ca**/calmoduline-dépendante dont 1’expression est
largement diminuée voire nulle dans de nombreuses tumeurs malignes, peut phosphoryler
le domaine BH3 de Beclin-1 et induire sa dissociation de Bcl-2 (Zalckvar et al., 2009).

L’hypoxie peut activer 1’autophagie en agissant sur l’interaction Beclin-1/Bcl-2.
L’hypoxie stabilise le facteur HIF-1 qui peut ainsi activer Bnip3. Ce dernier déplace le
facteur Beclin-1 de Bcl-2 ce qui entraine I’activation de 1’autophagie et la survie cellulaire

(Bellot et al., 2009).
C. La protéine Rubicon
La protéine Rubicon (RUN domain and cystein-rich domain containing, Beclin-1-

interacting protein) a récemment été identifiée comme une molécule régulant négativement

I’autophagie. En se fixant sur Beclin-1 ou sur Vps34, deux protéines constituant le
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Figure 13 : Protéines a domaine BH3 et interaction Beclin-1/Bcl-2.

La protéine Bcl-2 et ses homologues comme Bcl-X, peuvent se lier au domaine BH3 de la
protéine Beclin-1 entrainant ainsi 1’inactivation de Beclin-1 et I’inhibition de I’autophagie.
Les protéines possédant un domaine BH3 peuvent entrer en compétition avec Beclin-1 en
se liant au domaine récepteur BH3 de la protéine Bcl-2 ou de 1’'un de ses homologues.
Beclin-1 est alors libérée, la protéine Vps34 est activée et I’autophagie peut Etre initiée.
Bcl-2 : B-cell lymphoma 2 ; BH3 : Bcl-2 Homology 3 ; Vps34 : Vacuolar protein sorting
34.

D’apres (Maiuri et al., 2007).



complexe PI3K de classe III, Rubicon peut réduire 1’activité kinase de Vps34 et ainsi
inhiber 1’autophagie (Zhong et al., 2009). Il a ét¢ montré que les cellules surexprimant
Rubicon contiennent principalement des autophagosomes immatures alors que les cellules
ne surexprimant pas cette protéine contiennent des autophagosomes matures (Zhong et al.,
2009). A T’inverse, le knockdown du gene Rubicon entraine une augmentation plus
importante du nombre d’autolysosomes que d’autophagosomes dans les cellules
(Matsunaga et al., 2009). Ces données suggerent que Rubicon peut bloquer 1’autophagie en

inhibant la maturation des autophagosomes.

D. L’AMPK (Adenosine Monophosphate-activated protein Kinase)

L’AMPK est un régulateur positif de 1’autophagie agissant a différents niveaux.
L’activité de I’AMPK est sensible aux variations du ratio AMP/ATP cytosolique observées
en situation de stress métabolique, par exemple en cas de carence en glucose, lors d’une
hypoxie, d’une ischémie ou d’un stress oxydatif (Kahn et al., 2005, Shaw, 2009).
L’augmentation de ce ratio, due a une déplétion en ATP, active I’AMPK et entraine
I’activation directe de ULK1, I’inhibition de MTOR par phosphorylation (Figure 14) (Kim
et al., 2011) et I’activation de TSC2 (Tuberous Sclerosis 2), une protéine suppresseur de

tumeur, qui inhibe MTORC1 (Hardie, 2004), ce qui provoque I’induction de I’autophagie.

E. Les kinases elF2a

Les kinases elF2a sont des protéines phosphorylant le facteur elF2a sur la sérine 51,
ce qui a pour conséquences 1’inhibition de la traduction protéique mais aussi la traduction
sélective d’ATF4 et de certains génes de I’autophagie comme LC3 et Atg5 (Kroemer et al.,
2010, Rouschop et al., 2010).

Chez les mammiferes, il existe quatre kinases elF2a : PERK qui est activée par le
stress du RE et I’hypoxie, HRI (Heme-Regulated Inhibitor) activée par une déplétion en
heme, PKR (double-stranded RNA-binding Protein Kinase) activée par les virus a ARN
double brin, et GCN2 (General Control Non-derepressible-2) activée par les ARN de
transfert (ARNt) non chargés en acides aminés. La kinase GCN2 est spécifiquement
activée lors d’une carence en acides aminés car la quantité de ces molécules simples,

notamment la leucine et le tryptophane, est insuffisante pour charger les ARNt. La

47



Augmentation du ratio AMP/ATP par :
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Figure 14 : Régulation de I’autophagie par I’AMPK.

A gauche : Lorsque le ratio AMP/ATP est faible, I’AMPK est inactive et le complexe
MTORCI1 est actif. Ce dernier phosphoryle ULK1 sur la sérine 757 ce qui empéche
I’interaction ULK1-AMPK et I’activation de I’AMPK. A droite : Lorsque le niveau
d’énergie est limité dans la cellule (caractérisé par une diminution de I’ATP), I’AMPK est
activée et inhibe le complexe MTORCI apres phosphorylation de TSC2 et Raptor. De
plus, la phosphorylation inhibitrice de la Sérine 757 est diminuée ce qui permet
I’interaction entre ULK1 et ’AMPK. Cette derniere entraine deux phosphorylations
activatrices sur les Sérines 317 et 777 de ULK1 permettant I’initiation de 1’autophagie.
AMPK : AMP-activated protein Kinase ; MTORCI : mechanistic Target of Rapamycin
Complex 1 ; TS2 : Tuberous Sclerosis 2 ; ULK : UNC-51-like Kinase.

D’apres (Kim et al., 2011).



phosphorylation de elF2a, et par extension 1’activation des kinases elF2a, semblent jouer
un role majeur dans la régulation de 1’autophagie puisque les cellules possédant une
protéine elF2a mutée non phosphorylable, n’induisent pas d’autophagie en réponse a une

carence (Talloczy et al., 2002).

IV.L’autophagie : un processus de survie ou de mort cellulaire ?

Le role de 1’autophagie dans la survie et la mort cellulaire est un sujet complexe et tres
controversé. Il est bien établi que 1’autophagie constitue un mécanisme adaptatif aux stress
environnementaux grace a son activité de recyclage des constituants cellulaires permettant
de répondre aux besoins bioénergétiques et de maintenir le métabolisme essentiel a la
survie des cellules, alors que le réle de 1’autophagie dans la mort cellulaire est encore tres
discuté. La mort autophagique a longtemps été décrite comme un type de mort cellulaire en
raison de la présence de nombreux autophagosomes dans les cellules mourantes. Cette
définition n’est pas completement vraie car elle n’est fondée que sur des criteres
morphologiques et ne prend pas en compte la cause de I’accumulation des autophagosomes
dans le processus de mort cellulaire. Cette accumulation pourrait €tre due a une inhibition
de la fusion des autophagosomes avec les lysosomes plutdt qu’a une augmentation du flux
autophagique. Elle pourrait également témoigner d’un échec de 1’adaptation des cellules a
un stress (Shen and Codogno, 2011).

Jusqu’a aujourd’hui, la mort cellulaire autophagique et son intérét en physiologie du
développement ont principalement été décrits chez les eucaryotes inférieurs et les
invertébrés comme Drosophila melanogaster. 11 a ét€ montré que la mutation des genes
Atg2 et Argl8 et le knockdown des genes Argl et Argl8 retardent significativement la
disparition de I’intestin moyen indépendamment de 1’activation des caspases, suggérant
que I’autophagie agit comme un mécanisme de mort cellulaire dans le développement de la
Drosophile (Denton et al., 2009). Chez les mammiferes, il n’existe aucune donnée
montrant I'implication de la mort autophagique dans des situations physiologiques. La
plupart des expérimentations mettant en évidence ce type de mort sont effectuées in vitro
sur des cultures cellulaires, notamment sur des cellules dont la machinerie apoptotique est
défectueuse, et sont peu nombreuses. Par exemple, Shizuma et al. ont montré dans un

modele de fibroblastes embryonnaires murins double knockout pour les genes pro-
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apoptotiques Bax et Bak, qu’un stimulus apoptotique provoqué par 1’étoposide entraine la
mort autophagique des cellules et non la mort par apoptose (Shimizu et al., 2004).
Cependant, le nombre de molécules induisant une mort autophagique des cellules
humaines est tres faible. Un criblage d’environ 1400 agents anticancéreux a été effectué
dans le but de savoir si ces molécules induisent leurs effets cytotoxiques via I’autophagie.
Parmi ces 1400 composés, environ 80 ont engendré 1’accumulation cytoplasmique de GFP-
LC3 (Green Fluorescent Protein couplée a LC3) caractérisant une accumulation
d’autophagosomes. Sur les 80 molécules restantes, 59 ont induit un flux autophagique mais
aucune d’entre elles n’a entrainé la mort des cellules via I’induction de 1’autophagie ce qui
souligne le fait que la mort cellulaire est rarement réalisée par 1’autophagie dans les

cellules humaines (Shen et al., 2011).

Bien que peu observée, ’autophagie pourrait agir comme un mécanisme de mort
cellulaire qui dépend de I’espece, du type cellulaire et de la nature du stimulus. Son
mécanisme est cependant mal connu et différentes hypotheses ont été avancées. Le premier
mécanisme repose sur le fait qu'un exces d’autophagie, provoqué par un stress prolongé,
peut conduire a un déséquilibre entre la stimulation de 1’autophagie et la capacité des
cellules a dégrader completement les constituants cellulaires, ce qui empéche la bonne
restitution des composants essentiels aux cellules. La seconde hypothese est fondée sur les
cibles du processus autophagique. L’autophagie pourrait, par erreur, digérer des organites
vitaux ou des protéines essentielles a la viabilité cellulaire. Le troisieme mécanisme serait
lié a un exces d’autophagie qui éliminerait une trop grande quantité de cytoplasme et
entrainerait alors une mort cellulaire atrophique par autodigestion (Periyasamy-Thandavan
et al., 2009). C’est le cas par exemple lorsque la protéine Beclin-1 est surexprimée.
L’autophagie est suractivée et une dégradation non spécifique de grande quantité de

constituants cytoplasmiques entraine la mort cellulaire (Pattingre et al., 2005).

En prenant en compte les éléments morphologiques et la cause de I’induction de
I’autophagie, la description de la mort cellulaire doit répondre aux trois criteéres suivants
pour étre définie comme une mort autophagique : (1) la mort cellulaire doit survenir sans
I’implication de la machinerie apoptotique, comme 1’activation des caspases ; (2) le flux
autophagique, et pas seulement les marqueurs autophagiques, doit étre augmenté dans les

cellules mourantes ; (3) I’inhibition de 1’autophagie par des inhibiteurs pharmacologiques

49



ou via des approches génétiques (comme les ARN interférences dirigés contre les Azg) doit

améliorer la survie cellulaire ou prévenir la mort cellulaire (Shen and Codogno, 2011).

V. L’autophagie en pathologie humaine

L’autophagie basale est un processus important dans la physiologie d’un grand nombre
d’organes. Elle intervient également au cours du vieillissement pour maintenir une activité
cellulaire normale. L’équilibre de ce processus dans les cellules est fondamental. En effet,
I’inhibition de I’autophagie basale permettant un controle qualité intracellulaire, mais aussi
I’activation excessive de [’autophagie sont déléteres et entrainent le développement
notamment de pathologies neurodégénératives, cancéreuses ou rénales. L’autophagie

pourrait donc constituer une cible thérapeutique intéressante.

A. Autophagie et maladies neurodégénératives

L’autophagie basale, primordiale au maintien de I’homéostasie cellulaire, semble avoir
une fonction protectrice au cours des neuropathies dégénératives. En effet, des souris
knockout pour les genes Arg5 ou Atg7 spécifiquement dans les cellules neuronales,
montrent une dégénérescence neuronale sévere, un déficit de la fonction motrice et
accumulent des agrégats protéiques polyubiquitinés dans le cytoplasme (Komatsu et al.,
2006, Hara et al., 2006). De plus, 1’autophagie intervient dans la protection des cellules
neuronales, en complément du systeme ubiquitine-protéasome, en dégradant les agrégats
protéiques cytosoliques constitués de protéines mutées retrouvées dans plusieurs maladies
neurodégénératives, notamment la huntingtine mutée due a une expansion de
polyglutamine dans la maladie de Huntington (Ravikumar et al., 2004), la protéine tau
mutée dans la maladie d’Alzheimer (Kruger et al., 2011), et I’a-synucléine mutée dans la
maladie de Parkinson (Lynch-Day et al., 2012). Cependant, le processus d’autophagie peut
étre submergé a cause d’une accumulation trop importante de ces protéines mutées. Dans
la maladie d’Alzheimer, des autophagosomes s’accumulent dans les neurones atteints
suggérant que la fusion autophagosomes-lysosomes ne se fait plus et que I’autophagie
n’est plus efficace (Meijer and Codogno, 2009). L’autophagie peut donc étre une cible

thérapeutique tres intéressante dans le traitement des maladies neurodégénératives. La

50



stimulation de ce processus protecteur dans les neurones défectueux pourrait favoriser
I’élimination des agrégats protéiques qui s’accumulent dans le cytoplasme. L utilisation de
la rapamycine, un inhibiteur de MTOR et donc un activateur de 1’autophagie, et d’un
analogue de la rapamycine, respectivement dans un modele murin de maladie de
Huntington et dans un modele de mouche, ont permis de réduire I’accumulation d’agrégats
protéiques insolubles et donc d’améliorer la survie des neurones en réduisant la

dégénérescence de ces cellules (Ravikumar et al., 2004).

B. Autophagie et cancer

La littérature existante concernant le rdle de [’autophagie dans les pathologies
cancéreuses sont nombreuses et complexes. La tumorigenese et I’autophagie sont deux
phénomenes dont les voies de régulation sont tres intriquées. La majorité des données
montrent qu’il y a une forte corrélation entre les molécules impliquées dans 1’induction de
I’autophagie et la suppression tumorale et entre les molécules intervenant dans I’inhibition
de I’autophagie et I’oncogenese. En effet, plusieurs genes suppresseurs de tumeur tels que
PTEN, TSC1, TSC2 et p53, interviennent dans I’inhibition de la voie MTOR et stimulent
I’autophagie. Inversement, des oncogenes tels que les PI3K de classe I et Akt activant
MTOR, et Bcl-2 inhibent I’autophagie (Levine and Kroemer, 2008).

L’un des premiers travaux qui a mis en évidence l'implication des genes de
I’autophagie dans la suppression tumorale a été réalisé par Liang et al.. Il a été montré que,
dans un pourcentage élevé de cancers humains du sein, des ovaires et de la prostate,
I’expression du gene Beclin-1 est monoallélique et que I’expression de la protéine Beclin-1
est diminuée dans des tumeurs humaines du sein, des ovaires et du cerveau (Liang et al.,
1999). De plus, I’haploinsuffisance du gene Beclin-1 favorise la tumorigenese dans divers
tissus de souris transgéniques (Qu et al., 2003).

La croissance tumorale peut étre inhibée par une induction de 1’autophagie (White,
2012). Cependant, ’autophagie peut avoir une fonction de survie pour les cellules
tumorales. C’est le cas notamment pendant le stade précoce de la croissance de certaines
tumeurs solides, lorsque I'insuffisance de la vascularisation des cellules tumorales limite
I’apport en nutriments et en oxygene (Levine, 2007). Le mécanisme qui induit I’autophagie
dans ces conditions n’est pas connu mais pourrait faire intervenir 1’activation de I’AMPK

et de HIF-1 (Meijer and Codogno, 2009).
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p62, une protéine impliquée dans 1’autophagie, joue €galement un role dans la
tumorigenese. Le niveau d’expression de I’ARNm de p62 et I’expression protéique de p62
sont augmentés, respectivement, dans des tumeurs pulmonaires et dans des cellules
murines transformées avec une oncoprotéine (Nezis and Stenmark, 2012). Néanmoins, p62
semble également agir comme un suppresseur de tumeur en controlant la mort cellulaire et
le cycle cellulaire (Nezis and Stenmark, 2012).

L’autophagie pourrait donc, a la fois, inhiber I’initiation du processus cancéreux en
éliminant les substrats protéiques oncogenes, les protéines mal conformées toxiques et les
organites endommagés comme certaines mitochondries, et favoriser la croissance d’un
cancer déja établi en recyclant les composants intracellulaires afin de fournir des substrats
pour le métabolisme et le maintien des fonctions cellulaires, et ainsi améliorer la survie
cellulaire (White, 2012). La mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques anti-
tumorales ciblant 1’autophagie est donc délicate car 1’induction de ce processus peut avoir

des conséquences opposées sur la survie des cellules cancéreuses.

C. Autophagie et pathologies rénales

L’implication du processus autophagique en physiologie rénale est assez peu étudiée et
elle commence simplement a émerger en pathologie rénale. Huber et al. ont récemment
recensé les dernieres données concernant le role de 1’autophagie dans le développement de

pathologies rénales, notamment glomérulaires et tubulaires (Huber et al., 2012).

Premierement, les podocytes, qui sont des cellules épithéliales viscérales composant
une partie du glomérule, jouent un rdle essentiel dans le maintien de la barriere de filtration
glomérulaire. Ce sont des cellules hautement différenciées ayant une capacité de
prolifération limitée. Les lésions podocytaires peuvent entrainer des glomérulopathies.
Elles vont produire une glomérulosclérose, qui est, a terme, associée a une insuffisance
rénale terminale. La survie des podocytes dépend donc de leur capacité a faire face au
stress. L autophagie pourrait jouer un role essentiel dans le maintien de ’homéostasie et
des fonctions de ces cellules. Il a ét¢ mis en évidence dans des modeles de souris
transgéniques exprimant la GFP-LC3, que de nombreux autophagosomes étaient présents
dans les podocytes a un niveau basal, ce qui suggere une importante activité autophagique

dans ces cellules (Hartleben et al., 2010). D’autres travaux ont montré qu’une délétion du
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gene Atg5 dans les podocytes entraine une accumulation de mitochondries endommagées
et d’agrégats protéiques ubiquitinés signifiant que I’élimination des produits a dégrader
dépend de 1’autophagie (Hartleben et al., 2010). De plus, dans ces mémes modeles
expérimentaux animaux d’inactivation de [’autophagie dans lesquels une
glomérulonéphrite, se caractérisant par une protéinurie, a été induite, 1’autophagie semble

jouer un role protecteur et anti-protéinurique (Hartleben et al., 2010).

Deuxiemement, les cellules tubulaires proximales rénales sont impliquées dans le
processus de réabsorption des électrolytes. Ces cellules consomment une grande quantité
d’énergie fournie par les mitochondries pour la réabsorption mais également pour la
dégradation de protéines telles que 1’albumine et les protéines plasmatiques de bas poids
moléculaire. Le maintien de ’homéostasie mitochondriale est donc primordial a leur bon
fonctionnement et se fait notamment par 1’autophagie. En effet, dans un modele de souris
spécifiquement déficientes pour le gene Arg5 dans les cellules tubulaires rénales, il a été
observé une accumulation massive de mitochondries endommagées et d’agrégats
protéiques entrainant une hypertrophie des tubules proximaux voire une destruction des
cellules qui n’est pas retrouvée chez les souris wild-type (Kimura et al., 2011).
L’élimination de ces organites et macromolécules empéche la perméabilisation de la
membrane interne mitochondriale et par conséquent inhibe 1’apoptose, et évite la
production d’ERO (Isaka et al., 2011). Les tubules rénaux sont la cible d’agressions
ischémiques et toxiques. Il a été montré que les 1ésions dues a I’IR sont plus séveres chez
les souris déficientes en autophagie que chez les souris wild-type suggérant le role
protecteur de I’autophagie vis-a-vis des agressions ischémiques (Jiang et al., 2010). De
méme, Periyasamy-Thandanvan et al. ont mis en évidence, dans un modele de cellules
tubulaires proximales rénales et Takahashi et al., dans un modele de souris transgéniques
déficientes pour le geéne Arg5, que I’autophagie permet d’améliorer la survie cellulaire lors
d’une exposition au cisplatine, une molécule utilisée dans les traitements anti-cancéreux et
induisant une insuffisance rénale aigué (Periyasamy-Thandavan et al., 2008, Takahashi et
al.,2012).

Au sein du laboratoire, il a ét€ montré, au cours des dernieres années, que 1’autophagie
protege les cellules tubulaires rénales humaines de la toxicité induite par la CsA, un

puissant immunosuppresseur utilisé en transplantation. Il a aussi été mis en évidence que le
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stress du RE, induit par la CsA, active I’autophagie et que cette derniere participerait a la

protection contre le stress du RE et a la survie cellulaire (Pallet et al., 2008b).

L’autophagie joue donc un role majeur dans le maintien de 1’intégrité du parenchyme
rénal dans des conditions physiologiques (Weide and Huber, 2011) mais son implication
en pathologie rénale n’est pas encore totalement caractérisée. Une meilleure connaissance
du rdéle de l’autophagie en néphrologie, et plus précisément dans 1’évolution de la
néphropathie d’allogreffe, est nécessaire, compte tenu des perspectives thérapeutiques

possibles.

VI. Autophagie, infections, immunité et inflammation

A. Autophagie et infections

L’autophagie est un processus qui contribue non seulement au maintien de
I’homéostasie cellulaire mais qui permet également de lutter contre les infections
bactériennes, parasitaires et virales. L’autophagie entraine la dégradation, via les
lysosomes, des pathogenes intracellulaires séquestrés dans les autophagosomes. Ce
phénomene, appelé xénophagie, a été observé dans des macrophages infectés par
Mycobacterium tuberculosis, 1’agent de la tuberculose (Gutierrez et al., 2004), dans des
macrophages activés infectés par Toxoplasma gondii (Ling et al., 2006) ainsi que dans des
fibroblastes embryonnaires murins infectés par I’Herpes Simplex Virus de type 1 (Talloczy
et al., 2006, Pei et al., 2011). L’identification précise des mécanismes autophagiques dans
la défense des cellules contre les agents infectieux est donc importante pour 1’élaboration
de nouvelles stratégies thérapeutiques au cours des maladies infectieuses. Cependant, les
pathogenes intracellulaires qui sont continuellement confrontés a la machinerie
enzymatique cellulaire évoluent avec I’hdte et les especes possédant les molécules leur
permettant de survivre pourront s’adapter et échapper a la machinerie de I’hote. Certains
pathogenes peuvent développer des mécanismes d’évitement en produisant ou en recrutant,
par exemple, des molécules qui vont masquer les sites d’adressage qui ne seront donc plus
reconnus par 1’ubiquitine et ne seront plus dirigés vers la voie de dégradation autophagique

dépendante de p62. D’autres pathogenes peuvent également contourner I’autophagie en
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inhibant 1’étape d’initiation de ce processus, en interagissant avec Beclin-1 par exemple, en
inhibant la maturation des autophagosomes ou en empéchant la fusion des autophagosomes
et des lysosomes (Joubert et al., 2011, Deretic and Levine, 2009). Enfin, certains agents
pathogeénes peuvent mettre a profit 1’autophagie en [’utilisant pour assurer leur
prolifération. C’est le cas notamment du virus de I’hépatite C qui se sert des protéines
Beclin-1 et Atg7 pour initier sa réplication voire méme pour assembler ses particules

virales (Dreux and Chisari, 2011).

B. Autophagie et immunité

L’autophagie participe également a la régulation de I’immunité innée et adaptative.
Lors d’une infection, les cellules hdétes détectent des composants d’origine virale,
bactérienne ou parasitaire appelés PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Pattern) par
I’intermédiaire de récepteurs de 1’immunité innée connus sous le nom de PRR (Pattern
Recognition Receptor). Parmi ces PRR, on retrouve la PKR qui reconnait les ARN viraux
double brin puis phosphoryle le facteur elF2a (Garcia et al., 2006), les NLRs (NOD-like
Receptors) qui lient les ligands bactériens (Deretic, 2011), les RLRs (RIG-I-like
Receptors) qui reconnaissent les ARN viraux simple brin (Yoneyama and Fujita, 2007) et
les récepteurs de la famille des TLR qui sont aussi activés par les DAMPs (Essakalli et al.,
2009). L’activation des PRR stimule 1’autophagie puis I’élimination des agents pathogenes
par xénophagie (Sumpter and Levine, 2010). Les autophagosomes semblerait également
délivrer les acides nucléiques du virus de la stomatite vésiculaire au récepteur TLR7 ce qui
entrainerait 1’activation d’une voie de transduction conduisant a la production des
interférons de type 1 (IFN-I), cytokines anti-virales, par les cellules dendritiques
plasmacytoides infectées (Lee et al., 2007).

L’autophagie joue un rdle important au cours de I'immunité adaptative. Elle induit la
production de peptides antigéniques microbiens ou endogenes via les lysosomes et favorise
leur prise en charge par les molécules du CMH de classe II (Ravikumar et al., 2010). II a
été montré que I’inhibition, pharmacologique ou génétique, de 1’autophagie réduit
I’efficacité de la présentation antigénique par les molécules du CMH de classe I (Levine
and Deretic, 2007). Les antigénes sont ensuite présentés, par les cellules présentatrices
d’antigéne, aux lymphocytes T CD4" qui initient la réponse immune adaptative.

L’autophagie pourrait jouer un role clé dans les réponses immunes innée et acquise, dans le
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controle de I’infection mais aussi dans les maladies auto-immunes car elle régule la prise
en charge de I’antigene et sa présentation. Ainsi, une inhibition ou une activité trop faible
du processus autophagique pourrait diminuer la présentation antigénique ce qui limiterait
I’activation de la réponse immune acquise et favoriserait 1’apparition de maladies
infectieuses. En revanche, une activité trop élevée de 1’autophagie pourrait entrainer la
présentation non appropriée de molécules endogénes qui seraient reconnues comme

étrangeres par le systéme immunitaire et prédisposerait aux maladies auto-immunes.

La plupart du temps, la présentation de 1’antigene se fait par des cellules présentatrices
d’antigene professionnelles comme les cellules dendritiques, mais il a été montré que les
cellules épithéliales tubulaires de biopsies de patients greffés rénaux présentant un rejet
aigu pouvaient également exprimer des molécules du CMH de classe II et des molécules
de co-stimulation permettant d’activer les cellules T CD4". De cette manicre, les cellules

tubulaires rénales participeraient au rejet du greffon (Nguan and Du, 2009).

C. Autophagie et inflammation

La machinerie autophagique joue un role majeur dans le controle de 1’inflammation.
L’autophagie intervient dans la régulation des réponses transcriptionnelles inflammatoires
et active notamment le facteur de transcription pro-inflammatoire NF-xB lors de
I’accumulation de la protéine p62 dans les cellules déficientes en autophagie par un
mécanisme impliquant I’oligomérisation de TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6)
(Mathew et al., 2009). De plus, I’autophagie inhibe I’'inflammasome NLRP3, un complexe
multiprotéique qui active la caspase-1. Cette derni¢re entraine le clivage de la pro-IL-1f et
la pro-IL-18 et rend I'TL-1[3 et I’TL-18 actives (Harris, 2011, Schroder and Tschopp, 2010).
Le NLRP3 peut étre activé par les ERO produites par les mitochondries endommagées.
L’autophagie dégrade ces organites endommagés réduisant 1’activation de 1’inflammasome
et inhibant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires telles que I'TL-1f3 et I'IL-18
(Zhou et al., 2011). L’autophagie peut aussi controler la sécrétion de I'IL-1f en ciblant la
pro-IL-1f3 et en la dégradant via les lysosomes (Harris et al., 2011). L’autophagie permet
également d’éviter le développement d’une réponse inflammatoire en éliminant les corps
apoptotiques au cours de la mort cellulaire afin d’empécher la nécrose et la production de

signaux de danger (DAMPs) qui stimulent I’inflammation (Levine et al., 2011).
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De méme que dans le contexte pathologique, une meilleure compréhension du
processus autophagique dans I’immunité et I’inflammation est nécessaire pour élaborer des

stratégies thérapeutiques ciblant 1’autophagie.
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Objectifs et présentation des travaux
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Partie 1 : Objectifs de la these

Une meilleure compréhension des mécanismes régulant les réponses des cellules du
parenchyme rénal a des stress ischémiques et inflammatoires est nécessaire pour améliorer
la prise en charge des patients développant une maladie rénale chronique et des patients
transplantés rénaux. La mise en évidence de nouvelles voies physiopathologiques devrait
permettre le développement de biomarqueurs précoces de souffrance cellulaire et tissulaire
mais également 1’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

Les processus adaptatifs mis en place par les cellules lors de diverses agressions ont
pour but de maintenir I’homéostasie rénale. Ces mémes mécanismes, bénéfiques pour les
cellules, participent également a 1’activation d’autres réponses pouvant contribuer a la
création d’un microenvironnement délétere.

L’objectif de cette thése est de caractériser les mécanismes de régulation et les

conséquences microenvironnementales de 1’activation de la réponse UPR et de

I’autophagie par des stress ischémiques et immunologiques.

Dans la these présentée ici, nous avons tout d’abord mis en évidence le role de la
réponse UPR dans la génération des réponses inflammatoire (Article 1) et angiogénique
(Article 2) induites lors d’une carence en glucose, une des composantes de 1’ischémie,
dans des cellules épithéliales tubulaires rénales. Nous avons également identifié un
nouveau mécanisme par lequel un stress immunologique, I’'IFNYy, active I’autophagie et
nous avons montré que 1’autophagie module la réponse inflammatoire induite par I'IFNy
(Article 3).

Des travaux annexes impliquant la réponse UPR dans la physiopathologie des
problématiques néphrologiques sont également présentés: mise en évidence de
I’implication du stress du RE dans les maladies rénales associées a la mutation de UMOD
(Etude 1) et dans la diminution des récepteurs NKG2D présents a la surface des cellules

NK chez les patients diabétiques de type 2 (Etude 2).
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Partie 2 : Travaux publiés

Article 1 : Le stress métabolique favorise Iinflammation tubulaire rénale en activant la

réponse UPR (Unfolded Protein Response).

Fougeray S, Bouvier N, Beaune P, Legendre C, Anglicheau D, Thervet E, Pallet N.
Metabolic stress promotes renal tubular inflammation by triggering the unfolded protein

response. Cell Death Dis, 2: e143,2011.

L’épithélium rénal joue un rdle majeur dans le développement des 1ésions rénales
structurelles induites par I'ischémie puisqu’il est capable de produire des cytokines
inflammatoires et profibrogéniques ainsi que des chimiokines. Les conséquences de
I’hypoxie dans la survenue des lésions rénales ont été largement étudiées alors que les
effets de la carence en glucose sur le parenchyme rénal sont moins connus. Les cellules
tubulaires rénales soumises a I’ischémie activent des voies adaptatives, telle que la réponse
UPR, afin de rétablir une fonction normale du RE et donc de maintenir 1’homéostasie et la
survie cellulaire.

L’objectif de ce travail a été d’étudier le role de la réponse UPR dans la génération
d’une réponse inflammatoire induite par un stress métabolique, caractérisé par une carence
en glucose, dans les cellules tubulaires rénales corticales.

Nous avons montré que la carence en glucose, mais pas I’hypoxie ni la carence en
acides aminés, induit un stress du RE et active les voies PERK et IREla de la réponse
UPR. La carence en glucose active également le facteur de transcription NF-kB et favorise
la transcription de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, MCP-1, TNF-
o et RANTES). L’inhibition de PERK par ’utilisation de siRNA ne modifie pas la
signalisation de NF-kB ni le profil d’expression des cytokines suggérant que la voie
PERK/elF2a. n’est pas nécessaire a [’activation de I’inflammation. Cependant, le
salubrinal, un inhibiteur de la déphosphorylation du facteur eIF2a., stimule la voie PERK et
I’expression de I'IL-6, I'IL-8, MCP-1 et TNF-a lors d’une carence en glucose indiquant
que la voie PERK amplifie I’expression des cytokines et servirait de voie accessoire a

I’inflammation tubulaire. L’inhibition de IRElo par des siRNA réduit ’expression des
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transcrits des molécules inflammatoires montrant que la voie IREla est impliquée dans la
génération de cette réponse inflammatoire. De plus, I’ischémie aigué active le stress du RE
et I’inflammation dans les reins de rat. Enfin, a partir de biopsies de déclampage de
greffons rénaux, nous avons mis en évidence une expression significativement plus
importante du marqueur de stress du RE, la protéine BiP/GRP78, et de la sous-unité
p65/RelA de NF-kB dans les tubes rénaux, en comparaison avec des biopsies de greffons
rénaux stables, a distance de la greffe. L’expression de ces deux protéines est colocalisée
dans les tubules rénaux confirmant ainsi les résultats obtenus in vitro.

En conclusion, nous avons démontré que le stress métabolique induit un stress du RE et
active la réponse UPR, in vitro et in vivo. De plus, la réponse UPR est impliquée dans la
mise en place de la réponse inflammatoire tubulaire qui constitue un microenvironnement
qui pourrait contribuer au développement de la réponse immune adaptative. Nous mettons
en évidence pour la premiere fois un lien entre le stress ischémique, 1’activation de la voie

UPR et la génération d’une réponse inflammatoire tubulaire.
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Metabolic stress promotes renal tubular inflammation
by triggering the unfolded protein response

S Fougeray', N Bouvier', P Beaune'?, C Legendre?, D Anglicheau'?, E Thervet'? and N Pallet*'

The renal epithelium contributes to the development of inflammation during ischemic injury. Ischemia induces endoplasmic
reticulum (ER) stress and activates the unfolded protein response (UPR). Ischemic tissues generate distress signals and
inflammation that activates fibrogenesis and may promote adaptive immunity. Interestingly, the UPR may activate inflammation
pathways. Our aim was to test whether the UPR is activated during metabolic stress and mediates a tubular inflammatory
response. Glucose deprivation, not hypoxia and amino acids deprivation, activated the UPR in human renal cortical tubular cells
in culture. This stress activated NF-xB and promoted the transcription of proinflammatory cytokines and chemokines, including
IL-6, IL-8, TNF-o, RANTES and MCP-1. The protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase signaling pathway was not required for the
induction of inflammation but amplified cytokine. Inositol-requiring enzyme 1 activated NF-xB signaling and was required for the
transcription of proinflammatory cytokines and chemokines following metabolic stress. Moreover, acute ischemia activated ER
stress and inflammation in rat kidneys. Finally, the ER stress marker GRP78 and NF-xB p65/RelA were coexpressed in human
kidney transplants biopsies performed before implantation, suggesting that ER stress activates tubular inflammation in human
renal allografts. In conclusion, this study establishes a link between ischemic stress, the activation of the UPR and the

generation of a tubular inflammatory response.

Cell Death and Disease (2011) 2, e143; doi:10.1038/cddis.2011.26; published online 14 April 2011

Subject Category: Immunity

Ischemia, the shortage of blood supply into an organ is a
common complication of various clinical conditions including
cancer, stroke or solid organ transplantation. Renal ischemia
is a major cause of acute and end-stage renal failure, which
causes serious morbidity and mortality.! In the renal
transplant setting, ischemic injuries under toxic conditions
(calcineurin inhibitors), surgical pressure or immunological
injury compromise tissue viability and promote alloimmunity,
leading to interstitial fibrosis/tubular atrophy, progressive graft
dysfunction and loss.?® In addition, acute ischemia in native
kidneys may trigger autoimmunity through the generation of
alarm signals by stressed and/or dying cells and the genera-
tion of endogenous neoantigens and epitope spreading.*®
The renal tubular epithelium has a central role in the
development of acute and chronic kidney structural deteriora-
tion after ischemic injury, especially by the generation of
inflammatory and profibrogenic cytokines.”® Renal ischemia
generates a cascade of proinflammatory mediators that can
amplify injury. For example, renal-associated TLRs 2 and 4
recognize danger-associated molecular patterns (DAMPS)
and promote local inflammation.®'® Modulation of the graft
microenvironment by this early innate response may be a
prerequisite for fibrogenesis and for the full development of
adaptive immunity and subsequent renal allograft rejection.

The primary mechanism through which the ischemic kidney
initiates this inflammatory cascade has not yet been fully
elucidated and alternative biological pathways should be
tested. Although various extracellular stimuli, including
DAMPs, promote tubular inflammation, the implication of
intracellular distress processes on tubular inflammation
remains to be determined.

Tubular cells that encounter nutrient and oxygen depriva-
tion during ischemia use various adaptive responses to
maintain homeostasis and survival, including the inhibition
of degradation of hypoxia inducible factor-1«, the inhibition of
mammalian target of rapamycin-dependent signaling and the
initiation of macroautophagy and the activation of the unfolded
protein response (UPR). These adaptive responses decrease
energy expenditure, increase nutrient availability and promote
cell survival. However, these biological processes also lead to
the generation of proinflammatory cytokines and chemokines,
suggesting that stressed tissues generate alarm signals that
produce an inflammatory microenvironment in addition to
releasing DAMPs."""'* Whether such responses trigger
inflammation in the setting of acute renal ischemia is
unknown.

Ischemia promotes endoplasmic reticulum (ER) stress, a
situation that is caused by the accumulation of misfolded
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proteins in the lumen of the ER. ATP shortage caused by
hypoxia and glucose deprivation decreases the intra-reticular
calcium concentration, impairs the activity of chaperone
molecules, interferes with disulfide bridge formation and
impairs the maturation of native proteins.'®~'” The function
of the UPR is to adjust cell functions in response to ER stress
and to re-establish normal ER function both at the transla-
tional and transcriptional level. If the stress persists and
adaptation fails, the cell activates the apoptotic program.'" In
ER stress conditions, the aim of the UPR is to adapt to the
changing environment and reestablish normal ER function, by
reducing messenger RNA (mRNA) translation and therefore
the amount of new synthesized proteins in the ER, by
increasing the proteasomal degradation of ER localized
proteins, and by increasing the protein folding capacity of
the ER. When adaptation fails and ER stress prolongs, cell
triggers death programs, usually in the form of apoptosis.'®
Three major mediators are involved in the UPR signaling:
activated transcription factor 6 (ATF6), inositol-requiring
enzyme 1 (IRE1) and protein kinase RNA (PKR)-like ER
kinase (PERK).

The aim of this study was to investigate whether renal
tubular cells promote inflammation through the UPR in the
context of ischemic injury. We have demonstrated that
glucose deprivation, not hypoxia and amino acids shortage
induces ER stress and activates the IRE1 and PERK
pathways in human renal cortical cells (HRCCs) in culture.
Although the IRE1 axis is necessary for NF-«xB activation and
proinflammatory cytokines production, the PERK pathway is
not required for NF-«xB activation but amplifies the tubular
inflammatory response. Moreover, ER stress and NF-«xB are
also activated in rat kidneys following acute cold ischemia.
Finally, we have demonstrated that acute kidney ischemic
injury promotes tubular ER stress and activates the NF-«xB
pathway in human renal allografts.

Results

Glucose deprivation, not hypoxia and amino acids
shortage promote ER stress. We first examined which
metabolic constituent of ischemia, namely glucose or amino
acids deprivation, or hypoxia, induced ER stress in tubular
cells. HRCCs exposed for 24 h to glucose-deprived culture
medium expressed the ER stress marker GRP78, also
known as binding immunoglobin protein, whereas cells
cultured for 24h without amino acids, or subjected to
hypoxia (Figure 1a, bottom) did not develop ER stress
(Figures 1a and c). GRP94, a chaperone involved in the
adaptive response to ER stress, was also expressed during
glucose deprivation (Figure 1b). These results suggest that
glucose deprivation, but not amino acids deprivation or
hypoxia, promotes ER stress in HRCCs in culture.

Metabolic stress activates the PERK pathway. As
glucose deprivation, hereafter referred to as metabolic
stress, promotes tubular ER stress, we next tested whether
the UPR was activated. Metabolic stress activated the PERK
pathway, as shown by the early phosphorylation of the
translation initiator elongation initiation factor 2« (elF2q;

Cell Death and Disease

Figure 2a), followed by the selectively translated
transcriptional factor ATF4 (Figure 2b) and the expression
of transcripts for the apoptotic inducers C/EBP homologous
protein (CHOP; also known as growth arrest and DNA-
damage-inducible protein 153 (GADD153)) and GADD34
(Figure 2c). These results suggest that metabolic stress
activates the PERK pathway in HRCCs.

Metabolic stress activates the IRE1 pathway. IRE1
homodimerizes during ER stress and acquires kinase
and endonuclease activities. In HRCCs subjected
to metabolic stress, the transcriptional factor X-box-
binding protein 1 (XBP1) was actively spliced during
glucose deprivation (Figure 2d), suggesting that IRE1 is
activated during metabolic stress. Together, these results
indicate that metabolic stress activates IRE1 signaling in
HRCCs.

Metabolic stress generates a tubular inflammatory
response. We next tested whether metabolic stress could
promote tubular inflammation. We evaluated the expression
of various proinflammatory cytokine and chemokine
transcripts during metabolic stress. These transcripts are
expressed during acute kidney injury.* HRCCs exposed to
metabolic stress showed biphasic expression patterns for
IL-6, IL-8, TNF-2, MCP-1 and RANTES, whereas CX3CL1
and IL-1p expression did not increase (Figure 3a). IL-6, IL-8,
MCP-1 and TNF-o expression levels peaked early, between
2 and 8 h after stimulation, followed by significant expression
inhibition beginning after 12h. RANTES expression profile
was different from the other cytokines, as its expression was
maintained even after 12 h, time at which the other cytokines
were downregulated. Hierarchical clustering of the gene
expression profiles suggested that metabolic stress and the
ER stress inducer tunicamycin promote similar proinflamm-
atory profiles which are different from that induced by TNF-«
(Figure 3a). These results suggest that ER stress (chemically
or metabolically induced) and the prototypical proinflamm-
atory cytokine TNF-« generate distinct tubular inflammatory
profiles. C/EBPf, a transcription factor that inhibits the
proinflammatory properties of ER stress, was transiently
induced by metabolic stress and could, at least in part, be
responsible for the biphasic patterns (Figure 3b).

Metabolic stress activates NF-xB signaling. Inflammatory
responses to stress usually involve NF-«B signaling. HRCCs
challenged with metabolic stress activated NF-«xB signaling.
Indeed, the expression of the NF-kB repressor IkBo was
transiently reduced (Figure 3c, left) and NF-xB p65/RelA
expression was transiently increased during metabolic stress
(Figure 3c, right). Moreover, the nuclear translocation of the
transcriptional factor NF-xB p65/RelA was observed by
immunofluorescence imaging in the same conditions, 2h
after the initiation of the stress (Figure 3d). Taken together,
these results suggest that metabolic stress activates the
proinflammatory NF-xB pathway. We next hypothesized that
the UPR activated during metabolic stress could promote
tubular inflammation.
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The PERK pathway is not required for triggering tubular
inflammation during metabolic stress. We transiently
inhibited PERK signaling during metabolic stress by RNA
interference using synthetic small interfering RNA (siRNA)
directed against the PERK mRNA (Figure 4a). PERK
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inhibition did not seem to alter NF-xB signaling because
the 1kBo expression profiles were similar during metabolic
stress with or without PERK knockdown (Figure 4b). PERK
inhibition did not alter cytokines expression profiles (not
shown). This result suggests that the PERK pathway is not
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required for the initiation of tubular inflammation during
metabolic stress. To activate the PERK pathway, we
incubated HRCCs with salubrinal, a molecule that selectively
blocks elF2a dephosphorylation via inhibiting the serine/
threonine phosphatase PP1 and amplifies the activation of
the PERK pathway, among other effects. Salubrinal promoted
the activation of the PERK pathway, as exemplified by the
overexpression of CHOP during metabolic stress (Figure 4c).
Salubrinal also amplified the expression of proinflammatory
cytokines and chemokines (but not RANTES) during metabolic
stress (Figure 4d). Together, these results suggest that PERK
signaling during metabolic stress does not seem to be required
for mediating tubular inflammation but could constitute an
accessory pathway that promotes tubular inflammation when
selectively activated.

The IRE1 pathway mediates tubular inflammation during
metabolic stress. We next focused on IRE1 signaling

during metabolic stress. IRE1 inhibition was effective after
siRNA transfection (Figure 5a). Regarding NF-«B signaling,
IRE1 inhibition reduced IxBo degradation, NF-xB p65/RelA
increase and NF-xB p65/RelA nuclear translocation during
metabolic stress (Figure 5b). IRE1 inhibition was associated
with reduced expression levels of proinflammatory cytokines
during metabolic stress, including IL-8, RANTES, TNF-x and
IL-6 to a lesser extend (Figure 5c). MCP-1 expression during
metabolic stress did not seem to depend on IRE1 signaling
(data not shown). These experiments suggest that metabolic
stress generates tubular inflammation that is in part mediated
by IRE1-dependent NF-xB signaling.

Cold ischemia in rat kidneys induces ER stress and
promotes inflammation. To translate our in vitro findings to
an in vivo setting, we reproduced cold ischemia conditions
encountered during kidney transplantation and analyzed
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Figure 5 IRE1 mediates tubular inflammation during metabolic stress. (a) RNA interference directed against /RE1 transcripts. HRCCs were transfected with siRNA targeting /RE1
transcripts or control non-targeting (scramble) siRNAs. At 24 h post transfection, cells were incubated with glucose-free medium and the IRE1 protein level was measured at different
periods of time. A representative analysis of IRE1 by immunoblotting is shown (n = 3). (b) IRE1 inhibition inhibits NF-xB activation during metabolic stress. Left: [xBo: protein levels are
shown in HRCCs transfected with either IRE1 or scramble siRNA. At 24 h after transfection, cells were incubated for 1 h with glucose-free medium. Animmunoblot representative of three
independent experiments is shown. Right: NF-«B p65 protein levels are shown in HRCCs transfected with either IRE1 or scramble siRNA. At 24 h after transfection, cells were incubated
for 1h with glucose-free medium. An immunoblot representative of three independent experiments is shown. Bottom: NF-xB p65/RelA nuclear translocation was evaluated by
immunofluorescence analysis. HRCCs transfected with either IRE1 or scramble siRNA were cultured for 2 h in glucose-deficient medium. Cells were counterstained with DAP! (blue) to
visualize the nuclei. White bar = 10 m. Nuclear NF-«B p65/RelA (red) staining is quantified by dividing the number of positive cells by the total number of cells at magnification x 10.
(c) IRE1 inhibition reduces tubular inflammation during metabolic stress. HRCCs were transfected with SIRNA targeting /RE transcripts or control non-targeting (scramble) siRNAs. At
24 h post transfection, cells were incubated with glucose-free medium and IL-8, IL-6, TNF-x and RANTES transcripts were measured by qRT-PCR at different periods of time. Transcripts
expression levels are presented as a mean * S.E.M. relative to levels in cells transfected with control SIRNA and are representative of three independent experiments. *P<0.05
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whether acute ischemia produces ER stress and
inflammation in rat kidneys. Rats were nephrectomized and
kidneys were conserved in IGL1 (Institute Geroges Lopez,
Lyon, France) at 4°C for various periods of time. The ER
stress surrogate marker GRP78 was expressed as early as
at 4h after nephrectomy and was maintained after 24 h
(Figure 6a, left). The expression levels of other ER stress
markers including CHOP, protein disulfide isomerase and
HERP were also increased during acute ischemia (Figure 6a,
right). These results suggest that ER stress and the UPR are
activated in rat kidneys during acute ischemia. We next
characterized the inflammatory processes in ischemic rats
kidneys. IxBo expression was downregulated following cold
ischemia, suggesting that NF-«xB signaling is activated in the
cortex of ischemic kidneys (Figure 6b). Kidney ischemia
promoted expression cytokines, including IL-6, TNF-«, MCP-1
and the neutrophil chemoattractant CXCL1, a murin homolog
of human IL-8 (Figure 6c). Whether ER stress is directly
responsible the kidney inflammation during ‘cold” ischemia in
vivo remains to be definitely demonstrated, but our results
strongly suggest that these two processes are linked.

ER stress and NF-xB activation are associated in renal
allograft biopsies. Finally, we performed an immuno-
histological study in 18 preimplantation human renal

allograft biopsies to investigate whether ER stress and
NF-xB activation are present after acute ischemia. These
biopsies were performed just before the kidney
transplantation and constitute an interesting human model
of acute ischemia. We compared the expression levels of
GRP78 between these samples and 15 control biopsies
performed at 3 months post transplant in stable patients with
a normal renal function. Living donor kidneys were excluded.
The mean + S.E.M. cold ischemia time was 18 + 3h. Control
biopsies displayed a low, if not, tubular GRP78 staining; in
preimplantation biopsies a strong perinuclear staining was
observed (Figure 7a), suggesting that cold ischemia induces
ER stress in renal allografts before transplantation. The
semiquantitative evaluation showed that GRP78 expression
is significantly higher in the preimplantation group than the
control group (Figure 7a). In the same manner, NF-xB p65/
RelA nuclear staining was found in the preimplantation
group, whereas the control group displayed weak staining
(Figure 7b). NF-«xB p65/RelA nuclear staining was
significantly higher in the preimplantation group than in the
control group (Figure 7b). Finally, we found that GRP78 and
NF-xB p65/RelA colocalized in the same tubules, suggesting
that these two processes are linked (please compare
preimplantation biopsies on Figures 7a and b). GRP78 and
NF-xB p65/RelA colocalized cortical tubular cells, a finding
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Figure 7 ER stress and NF-xB activation are associated in renal allograft
biopsies. (a) Tubular expression of GRP78 is upregulated following cold ischemia in
human kidney allografts. Left: a representative image of GRP78 immunohisto-
chemistry in a preimplantation biopsy with a perinuclear staining (arrows) and a
control biopsy. Right: quantification of tubular GRP78 staining in preimplantation
biopsies compared with controls (protocol biopsies performed gt 3 months after
transplantation). n=18 for preimplantation biopsies and n=15 for the control
group. **P<0.01. (b) NF-xB signaling is activated following cold ischemia in human
kidney allografts. Left: a representative image of NF-kB p65/RelA immuno-
histochemistry in preimplantation biopsy with nuclear staining (arrows) and control
biopsy. Right: quantification of tubular NF-xB p65/RelA staining in preimplantation
biopsies compared with controls (protocol biopsies performed at 3 months after
transplantation). n= 18 in preimplantation biopsies and n= 15 in the control group.
*P<0.05

that confirms our in vitro findings on HRCCs. In conclusion,
acute kidney ischemic injury promotes tubular ER stress and
activates the NF-«xB pathway in human renal allografts.

Discussion

Cellular responses to acute kidney ischemia promote
profound biological alterations that lead to metabolic

Cell Death and Disease

adaptation and cell survival in the injured milieu. Complex
biological pathways are activated to reduce cellular energy
expenditure, activate anaerobic glycolysis, increase blood
supply and nutrient transport and ultimately maintain cell
viability. Ischemia induces metabolic stress that is secondary
to oxygen, amino acids and glucose deprivation and activates
complex evolutionarily conserved responses, including the
UPR. Although this adaptive response promotes cell survival
and adaptation to metabolic stress, it also generates distress
signals that could locally promote inflammation. This concept
is important because a proinflammatory microenvironment is
known to favor the adaptive immune response.'® The precise
mechanisms by which renal tubular cells initiate this proin-
flammatory response remain to be definitively elucidated.

In this study, we identified the UPR as a new factor in the
induction of an inflammatory response during metabolic
challenge. Tubular epithelial cells may generate a proinflam-
matory microenvironment during acute ischemic kidney injury
as a consequence of extracellular stimuli including comple-
ment activation®® or activation of TLRs by high-mobility group
B1, heat shock proteins, hyaluronans and biglycans.®°
Although these studies highlight the important role of epithelial
cells in inflammation following acute kidney injury, they rely on
the role of above mentioned extracellular mediators. Here we
demonstrate that intracellular stress induced by glucose
deprivation promotes tubular inflammation generating a
proinflammatory microenvironment prone to the development
of alloimmunity.

We observed a biphasic profile of NF-xB and cytokines
expression during metabolic stress, suggesting that although
ER stress may induce proinflammatory molecules via
transient activation of NF-xB in the early phase and
suppression in later phase. Previous work demonstrated that
C/EBPJ, a transcriptional factor whose expression has been
shown to increase during ER stress through ill-defined
mechanisms, interacts with and inhibits NF-xB during ER
stress.?’ As we found that C/EBPf is expressed during
metabolic stress, one can speculate that ER stress is possibly
involved not only in the initiation of renal inflammation but also
in its resolution. Whether this inhibitory process occurs in vivo
and in a human setting remains to be determined. Intriguingly,
RANTES expression profile during glucose starvation is
different from the other cytokines. There is indeed a biphasic
activation of RANTES that persists even after 12h, time at
which the other cytokines evaluated are already down-
regulated. The functional significance of these findings for
T-cell accumulation at the site of inflammation remains to be
demonstrated. Given the chemotactic activity of RANTES that
brings T cells, dendritic cells and NK cells to sites of
inflammation, one can speculate that RANTES can have
detrimental effects via the recruitment of immune cells that
enhance inflammatory processes and promote alloimmunity
during ischemia.

The detailed mechanisms by which NF-xB is activated
under ER stress are poorly understood. The UPR can directly
promote NF-xB activation through a PERK—elF2«-mediated
translation attenuation.?? Because the half-life of 1xBx is much
shorter than that of NF-xB transcriptional factors, attenuating
translation increases the ratio of NF-kB to IkBo and frees
NF-«B to translocate to the nucleus in response to ER stress.



In response to ER stress, the autophosphorylation of IRE1
induces a conformational change in its cytosolic domain,
which can then bind to the adapter protein tumor necrosis
factor-associated receptor 2 (TRAF2). The IRE1a—TRAF2
complex recruit IkB kinase, which phosphorylates [«Bo,
leading to its degradation and the nuclear translocation of
NF-xB.2® The IRE10—TRAF2 complex can also recruit the
protein kinase JNK, leading to the activation of JNK and the
phosphorylation of the transcription factor AP1.2* Our data
suggest that the IRE1 and PERK transducers are different
drivers of NF-xB signaling and promote non-redundant
cytokine expression profiles. These results are of importance
because IRE1 and PERK are differentially activated depend-
ing on the cell type, the nature, the intensity and duration of
stimuli. Thus, deciphering their respective role in mediating
tubular inflammation during ischemic injury could help to
better understand the links between ischemic injuries and
innate immunity activation.

The UPR is involved in renal tissue response following
acute ischemic injury and has a complex role in regulating cell
adaptation to stressful conditions and promoting cellular
demise.'®?° Recent studies have suggested that the UPR is
responsible for the inhibition of protein synthesis that occurs in
rat kidneys after ischemia—reperfusion (IR) and participates in
the onset of renal tubular injury.?®?” Conversely, pre-
conditioning of renal epithelial cells in culture with ER stress
inducers protects against oxidative assault (reperfusion) and
cytotoxicity, suggesting that the cells were protected from
injury if ER stress precedes the ischemic assault.?® The
ambivalent detrimental and cytoprotective properties of the
UPR parallel our findings regarding proinflammatory and anti-
inflammatory properties of the UPR during metabolic stress.
Understanding this dynamic process is of great importance to
develop nephroprotective strategies that target the UPR.

Our findings should be interpreted in the setting of ‘pure’
acute ischemia rather than as the consequences of IR
because we did not analyze ER stress and inflammation after
reperfusion injury. The classical model used to analyze tissue
response after acute ischemia is the IR model characterized
by the clamping of the renal artery for 30 minutes or more (i.e.,
warm ischemia) followed by reperfusion. Although widely
accepted, this model does not reflect the kind of IR injury that
occurs in renal transplantation because that ischemic
changes occur in a kidney that has been profusely rinsed
and is devoid of blood, and the duration of cold ischemia time
can be a few hours to >30h. The consequences of these two
kinds of ischemia are clinically and biologically different.
However, the model we used does not take into account the
consequences of the reperfusion injury that are known to
produce oxidative stress and is know to trigger ER stress.

In conclusion, we demonstrated that ischemia promotes tubular
ER stress and activates the UPR, in vitro, in vivo and in human
allograft biopsies collected before kidney implantation. The UPR
is involved in mounting an inflammatory tubular response that
could help to constitute the proinflammatory microenvironment
known to encourage the adaptive immune response.

Materials and Methods
Cell culture. HRCCs were recovered from human nephrectomy specimens and
cultured according to previously published methods.2® Hypoxia experiments were

Metabolic stress and tubular inflammation
S Fougeray et al

performed using the Anaerocult P kit (Merck, VWR, Fontenay sous Bois, France)
following manufacturer instructions. To produce metabolic stress, HRCCs were
incubated in a nutrient-deprived culture medium. Nutrient culture medium was
DMEM supplemented with 1% fetal calf serum and penicillin—-streptomycin.

RNA extraction and RT-PCR. Total RNA was extracted using the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s protocol. The
yield and purity of RNA were measured using a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer  (Nanodrop Technologies, Labtech, Palaiseau, France).
Transcript expression levels were quantified by SYBR green real-time PCR using
an ABI PRISM 7900 sequence detector system (Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France). Vehicle-treated samples were used as controls, and fold changes for each
tested gene were normalized to housekeeping genes (ribosomal protein L13A for in
vitro analyses and TATA-box-binding protein for in vivo analyses). The relative
expression levels between samples were calculated using the comparative delta C;
(threshold cycle number) method.* Primers are listed in Supplemental Table 1.

Protein extraction and western blot analysis. Protein extraction and
immunoblotting were performed as previously described.? Details on antibodies are
listed on Supplemental Table 2.

Immunofluorescence microscopy. HRCCs were cultured on glass
coverslips and fixed with 4% paraformaldehyde, rinsed with phosphate-buffered
saline and blocked with 2% bovine serum albumin. Cells were permeabilized with
Triton X-100 and incubated with a rabbit anti NF-«xB p65/RelA antibody. Samples
were then incubated with an anti-rabbit Cyanine 3-coupled antibody (Jackson
Immunoresearch, Marseille, France). Then, cells were washed and stained with
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (Vector Laboratories, Peterborough, UK). Slides
were mounted and viewed using a Nikon Eclipse TE 2000E (Nikon, Champigny sur
Marne, France) imaging fluorescence microscope. Details on antibodies are listed
on Supplemental Table 2.

siRNA transfections. PERK, IRE1 and scramble (control) siRNAs were
designed and obtained from Qiagen. Transfection was performed using HiPerFect
(Qiagen) as the transfection reagent and following the manufacturer protocol.

Analysis of XBP1 processing. HRCCs were exposed to metabolic stress
or tunicamycin, and the XBP1 cDNA encompassing the region of restriction site was
amplified by PCR using the following primers forward 5'-aaacagagtagcagctca-3'
and reverse 5'-tccttctgggtagacctctgggag-3’ and the PCR product was incubated
with the Pst1 restriction enzyme for 1 h at 37 °C, and the restriction digests were
separated on a 8% polyacrylamide gel with ethidium bromide. The gels were
photographed under UV transillumination and quantified by densitometry. The
XBP1 mRNA that was resistant to Pst1 and therefore already spliced and activated
was detected as a 448-bp, Pst1—, amplification product, which is indicative of
spliced XBP1 mRNA. XBP1 PCR products were digested with Pst1 (Pst1 +), to
produce 291-bp and 183-bp amplification products, which indicate a predominance
of the native, unspliced form of the XBP1 mRNA.

In vivo study. To characterize acute kidney ischemia injury that occurs before
kidney transplantation, we nephrectomized rats and we conserved rinsed kidneys in
a conservation solution, namely IGL1, at 4 °C for various periods of time. This
experiment in rats promotes cold ischemia similar to that observed in human renal
kidneys before transplantation. Adult male Sprague-Dawley rats were assigned to
one of five groups of four animals each. Rats were anesthetized with intraperitoneal
ketamine. The abdomen was then opened through a midline incision and the
kidneys were perfused with cold heparinized saline. Kidneys were next washed with
IGL1 followed by incubation in IGL1 during Oh, 4, 8, 16 and 24h at 4°C. All
procedures were performed strictly under the Paris Descartes University Animal
Care recommendations.

Renal allograft biopsies and immunohistochemistry. In all, 18
preimplantation biopsies were analyzed for GRP78 and NF-«B p65/RelA staining.
In all, 15 protocol biopsies performed at 3 months post transplant in stable patients
with a normal renal function and who received treatment with tacrolimus, prednisone
and mycophenolate mofetil were used as control. Patients wrote informed consent
at the time of the transplantation. Pathological examination was strictly normal using
Banff scoring. The sections were incubated with an anti-GRP78 rabbit polyclonal
antibody or a rabbit anti-NF-xB p65/RelA antibody. The sections were then

Ne)

Cell Death and Disease



Metabolic stress and tubular inflammation
S Fougeray et al

10

incubated with anti-rabbit antibody conjugated to a peroxidase-labeled polymer
(Dako, Trappes, France). Details on antibodies are listed on Supplemental Table 2.
Tubular GRP78 and NF-xB p65/RelA staining were quantified by dividing the
number of positive tubules by the total quantified at x 20 magnification.

Statistical analysis. All data are expressed as means+ S.E.M. of three
different experiments, unless otherwise specified. Biological and histological data
were compared using non-parametric tests. We used the Mann-Whitney U-test for
non-parametric data comparisons between two groups, and the Student’s test for
parametric data. Statistical analyses were performed using Prism-GraphPad
software (GraphPad Prism4, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A P-values of
<0.05 were considered significant.
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Article 2 : La réponse UPR régule la réponse angiogénique dans I’épithélium rénal lors

d’un stress ischémique.

Bouvier N, Fougeray S, Beaune P, Thervet E, Pallet N. The unfolded protein response
regulates an angiogenic response by the kidney epithelium during ischemic stress. J Biol
Chem,287: 14557-68, 2012.

Le greffon rénal, soumis a une ischémie, ne peut pas pleinement satisfaire aux
demandes énergétiques des cellules. Les réponses induites par l’ischémie, comme
I’angiogenese, ont pour objectif d’augmenter ’apport en énergie et d’en réduire les
dépenses. L’épithélium tubulaire rénal participe a ce processus d’adaptation en sécrétant
des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGFA et en activant la réponse UPR.

L’objectif de ce travail a été d’étudier le role de la réponse UPR dans la régulation de
la production de facteurs angiogéniques par 1’épithélium rénal lors de 1’ischémie.

Nous avons démontré que les cellules tubulaires rénales soumises a une carence en
glucose sécretent le facteur de croissance vasculaire endothélial VEGFA et le facteur de
croissance fibroblastique bFGF ainsi que I’angiogénine ANG, indépendamment de la voie
HIF-1a, et active également la voie UPR. L’inhibition de PERK par des siRNA diminue
I’expression de VEGFA et de bFGF alors que I’inhibition de /RE et ATF6 par cette méme
technique ne modifie pas I’expression de ces deux facteurs, ce qui montre que la voie
PERK est un régulateur central de la réponse angiogénique. De plus, I’inhibition de PERK
augmente 1’expression de ANG, un puissant stimulateur de I’angiogenese ; et I’inhibition
de IRE] diminue son expression suggérant que IREla régule positivement la production
de ANG et PERK inhibe sa sécrétion. L’ANG étant un répresseur de la traduction, ces
résultats laissent également supposer un nouveau mécanisme d’inhibition de la synthese
protéique via la réponse UPR. Enfin, nous avons montré que 1’ischémie aigué induite chez
le rat, active la réponse UPR parallelement a I’augmentation de I’expression de VEGFA,
bFGF et ANG.

En conclusion, ce travail a permis de mettre en évidence le role de la réponse UPR
dans la régulation de I’angiogenese dans 1’épithélium rénal et de caractériser d’autres

fonctions de la réponse UPR lors de I’inhibition de la voie PERK/elF2a.
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Background: It is unknown whether the unfolded protein response (UPR) mediates an angiogenic response during kidney

ischemia.

Results: The UPR regulates the expression of VEGFA, bFGF, and angiogenin independently of HIF-1¢, during kidney ischemia.
Conclusion: PERK is a central regulator of the angiogenic response to nutrient deprivation.
Significance: Our study identifies the UPR as a potential regulator of angiogenesis, independent of HIF-1c.

Ischemic injuries permanently affect kidney tissue and chal-
lenge cell viability, promoting inflammation and fibrogenesis.
Ischemia results in nutrient deprivation, which triggers endo-
plasmic reticulum stress, ultimately resulting in the unfolded
protein response (UPR). The aim of this study was to test
whether the UPR could promote an angiogenic response inde-
pendently of the HIF-1« pathway during ischemic stress in the
human kidney epithelium. Glucose deprivation induced the
secretion of vascular endothelial growth factor A (VEGFA),
basic fibroblast growth factor (bFGF) and angiogenin (ANG) in
human kidney epithelial cells independently of HIF-1a. Glucose
deprivation, but not hypoxia, triggered endoplasmic reticulum
stress and activated the UPR. RNA interference-mediated inhi-
bition of the gene encoding the kinase PERK decreased VEGFA
and bFGF expression, but neither gene was affected by the inhi-
bition of IRE1 or ATF6. Furthermore, we show that the expres-
sion of angiogenin, which inhibits protein synthesis, is regulated
by both IRE1 and PERK, which could constitute a complemen-
tary function of the UPR in the repression of translation. In a rat
model of acute ischemic stress, we show that the UPR is acti-
vated in parallel with VEGFA, bFGF, and ANG expression and
independently of HIF-1c.

Chronic kidney structural deterioration progresses as a
result of the dynamic combination of specific and nonspecific
insults that engage cycles of cell death, inflammation, and heal-
ing, ultimately resulting in maladaptive tissue remodeling and
loss of kidney function (1, 2). Ischemia occurs when the blood
supply to the tissue is so restricted that it induces cellular stress
and is a common factor in the progression of several, if not all,
chronic kidney diseases, as it induces inflammation, epithelial-
to-mesenchymal transition and fibrosis (3). A shortage of blood
can produce ischemia, during which the tissues cannot fulfill
their energetic demand. The cellular response to ischemia aims,
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in a coordinated fashion, to improve the energy input (nutrients
and oxygen) and reduce the energy expenditure. This improve-
ment in the energy input relies on angiogenesis, the cellular
expression of nutrient transporters, or catabolic processes
including autophagy. Alternatively, the reduction of energy
expenditure can be achieved by a reduction in protein transla-
tion, which is a highly energy-consuming process. During
ischemia, the inhibition of mammalian target of rapamycin
(mTOR)*signaling and the activation of the kinase PKR-like ER
Kinase (PERK), mediate the general inhibition of translation. Of
note, some of the proteins that are involved in the metabolic
adaptation to ischemia, such as activated transcription factor 4
(ATF4), which can mediate angiogenesis (4), can be selectively
translated and expressed despite the general inhibition of trans-
lation. At the cellular level, oxygen and nutrient deprivation
activate adaptive mechanisms that maintain basal metabolism
and vital functions. Although mainly protective, these signaling
pathways also actively participate in tissue remodeling by pro-
moting inflammation and fibrogenesis, which can result in
interstitial fibrosis, tubular atrophy, capillary rarefaction, and
loss of kidney function. These structural alterations cause a
progressive deterioration of the vascular network and exchang-
ing interfaces, changes that, in turn, aggravate ischemia (3, 5).
Therefore, a better understanding of the biological processes
activated within the cell in response to ischemia is critical both
for the identification of potential therapeutic targets, and to
slow structural kidney deterioration.

The best-known adaptive response to ischemia is the stabili-
zation of the transcription factor Hypoxia Inducible Factor-1a
(HIF-1w), which escapes from proteasomal degradation during
hypoxia. HIF-1«a drives the transcription of genes involved in
adaptive responses to hypoxia, which include angiogenesis,

2 The abbreviations used are: mTOR, mammalian target of rapamycin; ATF,
activated transcription factor; CHOP, C/EBP homologous protein; elF2q,
elongation initiation factor 2«; ER, endoplasmic reticulum; GRP, glucose-
related protein; IRE1¢, inositol-requiring enzyme 1; PERK, protein kinase
RNA (PKR)-like ER kinase; UPR, unfolded protein response; PDI, protein-
disulfide isomerase; HREC, human renal epithelial cells; XBP-1, X-box-bind-
ing protein 1; bFGF, basic fibroblast growth factor; ANG, angiogenin;
VEGFA, vascular endothelial growth factor A; HERP, homocysteine-in-
duced endoplasmic reticulum stress protein; PDI, protein-disulfide
isomerase.
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nutrient transport, glycolysis, and inhibition of apoptosis (6).
The secretion of angiogenic factors by epithelial and endothe-
lial cells during ischemia contributes to the maintenance of an
intact tubulo-interstitial compartment and slows the progres-
sion of kidney disease, although the situation is complex, as a
dysregulated angiogenic response can result in deleterious
effects and amplify an injury (7, 8).

Other adaptive processes implicated in the response to nutri-
ent and oxygen deprivation involve the mTOR kinase (9, 10)
and the unfolded protein response (UPR) (11, 12). Hypoxia and
glucose starvation promote ATP shortage, decrease the intra-
reticular calcium concentration, impair the activity of chaper-
one molecules, interfere with disulfide bridge formation and
impair the maturation of native proteins, a process that pro-
motes endoplasmic reticulum (ER) stress and activates the UPR
(12, 13). The UPR involves three major mediators, PERK, the
protein kinase/endoribonuclease Inositol-requiring Enzyme
la (IRE-1«) and the transcription factor ATF6. The role of the
UPR is to modity cellular functions in response to ER stress and
to re-establish normal ER function both at the translational and
transcriptional levels. The UPR is responsible for the attenua-
tion of general mRNA translation by the phosphorylated form
of elongation Initiation Factor 2« (elF2«a) and transcriptional
regulation of the UPR genes encoding chaperones, folding, and
proteasomal degradation enzymes, and activation of macroau-
tophagy (13, 14).

It is currently unknown whether the UPR mediates an angio-
genic response during kidney ischemia. The aim of this study
was to investigate whether the UPR modulates the production
of angiogenic factors by the human kidney epithelium during
ischemia. Here, we demonstrate that human renal epithelial
cells (HREC) subjected to glucose deprivation secrete vascular
endothelial growth factor A (VEGFA), basic fibroblast growth
factor (bFGF), and angiogenin (ANG) independently of HIF-
1a, and we identify the PERK pathway as a central regulator of
this angiogenic response. Additionally, we show that the
expression of the angiogenic mediator ANG, which is also a
translational repressor, is regulated by both IRE1a and PERK.
This provides the basis for the characterization of other func-
tions of the UPR in the inhibition of mRNA translation in
addition to the PERK-elF2«a pathway.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cell Culture—HREC of proximal origin (HK-2) were pur-
chased from ATCC/LGC Standards and cultured according to
previously published methods (15). Hypoxia experiments were
performed using the Anaerocult® P kit (Merck Chemicals). The
Anaerocult® kit is a small chamber that produces an anaerobic
atmosphere due to the presence of chemicals that absorb oxy-
gen, including iron powder, citric acid, sodium carbonate, and
silica (kieselguhr), which are activated by water. The Petri
dishes are incubated within these chambers, in which the esti-
mated oxygen percentage is less than 0.1% beyond 1 h. This
chamber can be placed in a tissue culture incubator. HREC
were incubated in glucose-free DMEM to induce ischemic
stress.

siRNA Transfections—PERK, IREla, ATF6, and scramble
(control) small interfering synthetic RNAs (siRNAs) were
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designed and obtained from Qiagen. Transfection was per-
formed using HiPerFect® (Qiagen) following the manufactur-
er’s protocol.

RNA Extraction and Real-time Quantitative Polymerase
Chain Reaction (RT-qPCR)—Total RNA was extracted using
the RNeasy Mini Kit® (Qiagen) following the manufacturer’s
protocol. The yield and purity of RNA were measured using a
NanoDrop ND-1000® spectrophotometer (Nanodrop Tech-
nologies). Transcript expression levels were quantified by SYBR
green real-time PCR using an ABI PRISM 7900 sequence
detector system (Applied Biosystems). Vehicle-treated sam-
ples were used as the controls, and fold changes for each
tested gene were normalized to housekeeping genes (Ribo-
somal Protein L13A for in vitro and Tata-binding protein for in
vivo analyses). The relative expression levels were calculated
using the 2(—AAC(T)) (threshold cycle number) method (16).
Primers are listed in supplemental Table S1.

Protein Extraction and Western Blot Analysis—Total protein
lysate from HREC was separated by sodium-dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing condi-
tions and transferred to a PVDF membrane (GE Healthcare).
Primary antibodies were visualized using horseradish peroxi-
dase-conjugated polyclonal secondary antibodies (Sigma
Aldrich) and detected by ECL reagent® (GE Healthcare). Anti-
body details are listed in the supplemental Table S2.

Cell Membrane Permeabilization Assessment—The level of
cell necrosis was measured using the ToxiLight® BioAssay Kit
(Cambrex), which is a bioluminescent assay designed to meas-
ure the release of adenylate kinase from damaged cells. Exper-
iments were performed according to the manufacturer’s
protocol.

Enzyme-linked Immunosorbent Assays—Subconfluent cells
were grown in 6-well plates for the indicated times under the
indicated conditions. Secretion of VEGFA, bFGF, ANG, and
PDGE-BB was quantified in the cell culture supernatant using
the Quantikine® human VEGF immunoassay, the Quantikine®
human bFGF immunoassay, the Quantikine® human ANG
immunoassay and the Quantikine® human PDGF-BB immuno-
assay (RD Systems), respectively, according to the manufactur-
er’s protocol. VEGFA, bFGF, ANG, and PDGF-BB concentra-
tions in the culture medium were normalized to the number of
cells in the plate.

In Vivo Experiments—Adult male Sprague-Dawley rats
weighing 170-180 g were purchased from Charles River Labo-
ratories. To characterize the acute kidney ischemia injury that
occurs before kidney transplantation, we nephrectomized rats
and rinsed the kidneys in IGL1® preservation solution at 4 °C
for 24 h. The rats were anesthetized using intraperitoneal ket-
amine and xylazine. The abdomen was then opened by a mid-
line incision, and the kidneys were perfused with cold heparin-
ized saline. The kidneys were then washed with IGL1® and
incubated with IGL1® for 24 h at4 °C (n = 4 for each group). All
procedures were strictly performed according to the Paris Des-
cartes University Animal Care recommendations.

Statistical Analysis—All data are expressed as the mean =
S.E. of three independent experiments, unless otherwise speci-
fied. Variables were compared with the Student’s ¢ test. Statis-
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FIGURE 1. Glucose deprivation induces the expression of angiogenic mediators. A, HREC were cultured in glucose-deprived medium or in standard
medium with or without hypoxia for 24 h. Left: VEGFA transcript levels were measured by qRT-PCR and are presented as the mean = S.E. relative to levels after
24 h of culture with standard conditions in four independent experiments. Right: secretion of VEGFA in the medium was quantified by ELISA. The concentration
is presented as the mean = S.E. of three independent experiments. *, p < 0.05. B, HREC were cultured in glucose-deprived medium or in standard medium with
or without hypoxia for 24 h. Left: bFGF transcript levels were measured by qRT-PCR and are presented as the mean = S.E. relative to levels after 24 h of culture
with standard conditions in four independent experiments. Right: secretion of bFGF in the medium was quantified by ELISA. The concentration is presented as
the mean = S.E. of three independent experiments. *, p < 0.05. C, HREC were cultured in glucose-deprived medium or in standard medium with or without
hypoxia for 24 h. Left: ANG transcript levels were measured by gRT-PCR and are presented as the mean = S.E. relative to levels after 24 h of culture with standard
conditions in fourindependent experiments. Right: secretion of ANG in the medium was quantified by ELISA. The concentration is presented as the mean =+ S.E.
of three independent experiments. *, p < 0.05.

tical analyses were performed using Prism-GraphPad® soft-
ware. p values of less than 0.05 were considered significant.

sion of VEGFA, bFGF, ANG, and platelet-derived growth factor
B (PDGFB), as these mediators are important regulators of
angiogenesis during kidney disease (7, 8, 17, 18).

RESULTS After 24 h of culture in glucose-deprived culture medium

Glucose Deprivation Induces the Expression of Angiogenic
Mediators—To test whether ischemia induces an angiogenic
response within the human kidney epithelium, we monitored
the expression of genes encoding mediators of angiogenesis in
HREC exposed to glucose-deprived medium, hypoxia, or both.
The combination of hypoxia and glucose starvation proved to
be too cytotoxic within our cellular model to provide interpret-
able results (supplemental Fig. S1A). We analyzed the expres-
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under normoxic conditions, VEGFA expression was signifi-
cantly increased compared with the controls (HREC cultured in
standard conditions) at both the transcriptional and protein
levels (Fig. 1A). As expected, hypoxia also promoted VEGFA
expression in our model (Fig. 14). Glucose starvation for 24 h
significantly increased bFGF transcript levels relative to HREC
cultured in standard conditions, whereas hypoxia did not alter
DFGF gene expression (Fig. 1B). Glucose starvation, but not
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hypoxia, also significantly increased the secretion of bFGF into
the culture medium compared with basal culture conditions
(Fig. 1B). Glucose starvation induced ANG expression at both
the transcriptional and protein levels, as did hypoxia (Fig. 1C).
PDGFB expression did not increase under glucose starvation,
whereas hypoxia induced the expression of PDGFB transcripts
(supplemental Fig. S1, Band C). Overall, our results suggest that
the angiogenic factors VEGFA, bFGF, and ANG but not
PDGFB, are expressed by HREC in response to glucose depri-
vation but independently of hypoxia.

Glucose Deprivation Does Not Activate HIF-1o Signaling—
HIF-1a is a central regulator of the expression of various angio-
genic molecules during ischemia (19, 20). We therefore evalu-
ated whether glucose deprivation would activate the HIF-1a
pathway. HIF-1a did not accumulate in HREC cultured in glu-
cose-deprived medium under a normoxic atmosphere but was
elevated under hypoxic conditions (Fig. 24). Additionally, the
expression of genes whose transcription is under control of
HIF-1a, such as 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bi-
phosphatase 3 (PFKFB3) and glucose transporter 1 (GLUT1),
was induced during hypoxia but not under glucose-deprived
conditions (Fig. 2B). These results suggest that glucose depri-
vation does not activate the HIF-1« signaling pathway and that
alternative pathways might be involved in the induction of the
expression of angiogenic mediators.

Glucose Deprivation, but Not Hypoxia, Activates the UPR in
HREC—The UPR has been identified as an important conveyor
of tumoral tissue resistance in response to ischemia (11, 12) and
may regulate the expression of VEGFA under chemically
induced ER stress (21). Given these findings, we investigated

14560 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

whether glucose deprivation activates the UPR in HREC. The
expression of genes typically activated during the UPR, includ-
ing glucose-related protein 78 (GRP78) and CCAAT/Enhanc-
er-binding protein homologous protein (CHOP) was signifi-
cantly increased during glucose deprivation, as was the spliced
form of X-box-binding protein-1 (XBPI) (Fig. 3A). These genes
were not expressed when HREC were cultured under hypoxic
conditions, suggesting that glucose deprivation, but not
hypoxia, activates the UPR within renal tubular cells. Moreover,
the ER stressor tunicamycin induced the expression of VEGFA,
bFGF and ANG, but not PDGFB in HREC both at the tran-
scripts and protein levels (Fig. 3, B and C), suggesting that the
UPR might promote an angiogenic response in HREC.

RNA Interference Directed against Three Transducers of the
UPR—To test whether the UPR modulates the angiogenic
response of HREC following glucose deprivation, we inhibited
IREIa, PERK, or ATF6 expression in HREC by siRNA-based
RNA interference. The efficacy of IREla, PERK, or ATF6 inhi-
bition of expression is depicted in Fig. 4. Glucose deprivation
elevates the preferential expression of IRE1a and ATF6; how-
ever, the biological significance of this result, to our knowledge,
is unknown. Given the known models for IRElae and ATF6
activation during ER stress, it is unlikely that this positive reg-
ulation would interfere with the functions of the UPR.

VEGFA Expression Is Regulated by PERK—We first exam-
ined the role of PERK in modulating VEGFA expression in
response to glucose deprivation. Inhibition of PERK expression
by RNA interference significantly reduced the expression of
VEGFA at both the transcriptional and protein levels (Fig. 54).
Interestingly, HREC exposed to salubrinal, a small molecule
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FIGURE 3. Glucose deprivation, not hypoxia, activates the UPR in HREC. A, HREC were cultured in glucose-deprived medium or in standard medium with or
without hypoxia for 24 h, or with 2.5 um tunicamycin for 8 h. GRP78, CHOP, and sXBP transcript levels were measured by qRT-PCR and are presented as the
mean = S.E. relative to levels after 24 h of culture with standard conditions in four independent experiments. GRP78 protein expression was determined by
immunoblotting. The immunoblot shown is representative of three independent experiments. ¥, p < 0.05. B, HREC were cultured with 2.5 um tunicamycin for
8,16,and 24 h. VEGFA, bFGF, ANG, and PDGFB transcript levels were measured by qRT-PCR and are presented as the mean = S.E. relative to levels in non-treated
cells in four independent experiments. The dotted line figures the expression level (= 1) of each gene in basal condition. C, HREC were cultured with 2.5 um
tunicamycin for 16 h, and the secretion of VEGFA, bFGF, and ANG in the medium was quantified by ELISA.

that inhibits elF2a dephosphorylation and maintains the
PERK-elF2« pathway activated (22), increased VEGFA expres-
sion (Fig. 5B). Conversely, inhibition of IRE1« or ATF6 expres-
sion did not alter VEGFA expression (Fig. 5, C and D and sup-
plemental Fig. S2, A and B). These results suggest that PERK,
but not IREla or ATF6, regulates the expression of VEGFA.
However, one cannot exclude that PERK may regulate the
intracellular trafficking or secretion of VEGFA in addition to its
production.

bFGF Expression Is Regulated by PERK—W e next examined
the role of the UPR transducers in the production of bFGF in
response to glucose deprivation. Inhibition of PERK expression
significantly reduced the secretion of bFGF into the culture
medium but did not affect transcript levels (Fig. 64). Salubrinal
treatment of HREC led to a significant increase in bFGF secre-
tion without alteration of transcript levels (Fig. 6B). Conversely,
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inhibition of IREIa or ATF6 expression did not alter bFGF
expression (Fig. 6, Cand D, and supplemental Fig. S3, A and B).
These results suggest that PERK, but not IRE1a or ATF6, medi-
ates bFGF expression in renal tubular cells during glucose dep-
rivation and that regulation may occur at both the transcrip-
tional and post-transcriptional levels.

ANG Expression Is Regulated by PERK and IRE1a—W e next
focused on the regulation of ANG by the UPR. Inhibition of
PERK expression significantly increased ANG expression at
both the transcriptional and protein levels (Fig. 7A), whereas
salubrinal strongly inhibited it (Fig. 7B), suggesting that PERK
signaling inhibits ANG expression. Inhibition of IRE1« expres-
sion significantly reduced ANG expression at the transcrip-
tional and protein levels (Fig. 7C), suggesting that IREl« acti-
vates ANG expression. Inhibition of ATF6 did not alter ANG
expression (Fig. 7D and supplemental Fig. S4). Together, these
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results suggest that ANG expression is positively regulated by
IREle and inhibited by PERK during glucose deprivation.
Given the fact that ANG promotes stress-induced translational
repression (23), our findings also unravel a new mechanism of
inhibition of protein synthesis activated by the UPR. This
mechanism seems to occur when the activity of the PERK-
elF2a pathway is reduced because ANG expression is induced
when PERK expression is inhibited (Fig. 7A) and when the
phosphorylation of elF2a« is abolished (Fig. 7E).

Cold Ischemia in Rat Kidneys Activates the UPR and Gener-
ates an Angiogenic Response—To translate our in vitro findings
to an in vivo setting, we reproduced an ischemic kidney condi-
tion and analyzed the UPR and angiogenic responses in rat kid-
neys. To mimic cold ischemia, which occurs during kidney
transplantation, the rats were nephrectomized, and the kidneys
were stored in the IGL1® preservative solution at 4 °C for 24 h.
The expression of the UPR target genes homocysteine-induc-
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ible endoplasmic reticulum stress protein (HERP), protein
disulfide isomerase, (PDI), CHOP, ATF4, and sXBPI, was sig-
nificantly increased in ischemic rat kidneys (Fig. 84), the UPR
surrogate marker GRP78 was expressed after 24 h and the
PERK target e[F2a was phosphorylated (Fig. 8B), suggesting
that the UPR is activated during acute ischemia of the kidney.
We observed that bFGF, VEGFA, and ANG expression
increased after 24 h and paralleled the expression of the UPR
markers (Fig. 8C), whereas HIF-1a was not expressed in ische-
mic kidneys (Fig. 8D). Together, these results suggest that cold
ischemia activates the UPR and that VEGFA, bFGF, and ANG
expression also increases in parallel, independently of HIF-1«
expression.

DISCUSSION

Survival in an ischemic microenvironment requires a cell to
activate adaptive biological responses that regulate metabolic
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cells had incubated in glucose-free or standard medium for 48 h (n = 3).*, p < 0.05.

reprogramming, angiogenesis, translation inhibition, and mac-
roautophagy. The angiogenic response generated by the ische-
mic kidney epithelium integrates components of these stan-
dard responses to ischemic stress to maintain the blood supply
and fulfill cell’s energetic demands. In addition to the HIF-1a-
mediated transcriptional program that responds to hypoxic
stress, other undefined adaptive pathways are also thought to
be involved, but their specific functions have not been experi-
mentally confirmed. Here, we describe an adaptive angiogenic
response of the human kidney epithelium to nutrient depriva-
tion that functions independently of hypoxia and HIF-1a. This
response links ER stress and the UPR to the production of the
angiogenic factors VEGFA, bFGF, and ANG. The fact that
PDGFB expression is not altered by the UPR transducers
implies that the UPR and HIF-1a drive angiogenic responses
with distinctive profiles. In addition to the regulation of angio-
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genesis, our findings reveal a novel function of the UPR in the
inhibition of translation. In fact, in our model, ANG, an RNase
that inhibits translation in response to stressful conditions, is
tightly regulated by the UPR transducers PERK and IRE1«, and
its expression occurs when the PERK-elF2« axis activity is
abolished.

The observation that nutrient starvation in HREC activates
the UPR, which in turn mediates the secretion of angiogenic
factors, adds complexity to the consequences of ER stress in the
progression of kidney disease. The secretion of angiogenesis
mediators, such as VEGFA, in response to ischemia is essential
for the maintenance of the tubulo-interstitial compartment, as
it prevents endothelial cell death and peritubular capillary col-
lapse, and helps to maintain adequate oxygen and nutrient sup-
plies (24 —26). Angiogenic mediators, however, also fuel inade-
quate tissue remodeling because they can facilitate leukocyte
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recruitment and promote inflammation, the epithelial-to-mes-
enchymal transition and fibroblast activation (8, 27, 28). Ther-
apeutic modulation of the UPR with 4-phenyl-butyrate or salu-
brinal can alleviate the deleterious effects of the UPR, reduce
kidney injury and delay tissue remodeling (29, 30). Further
studies are required to address important questions regarding
the consequences of these angiogenic responses in the context
of kidney disease progression as well as the duration of the
response, the level of secretion of these mediators and the
nature of the initial injury.

To mimic cellular energetic failures that occur in response to
ischemia, we analyzed the consequences of glucose starvation
on human epithelial cells. Glucose starvation induces intracel-
lular ATP depletion and serves as a relevant model of ischemic
stress (31). Tissue ischemia, which promotes profound nutrient
deprivation, including glucose deprivation, results in an ener-
getic failure that may induce ER stress. Ischemia in rat kidneys
is a far more complex process than glucose deprivation in cul-
tured cells, and this difference is a limitation of in vitro models

14564 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

for the study of ischemia. As an example of this limitation, the
combination of glucose starvation with hypoxia (which com-
monly occurs during tissue ischemia) was too toxic to be suita-
ble for further studies in vitro (32). Our in vitro model used
glucose starvation to induce the energetic failure that may
occur during ischemia iz vivo. Because our aim was to investi-
gate the HIF-1a-independent involvement of the UPR in the
angiogenic response to ischemia, we did not include hypoxia in
our model, as it would not have been possible to delineate the
respective contributions of HIF-1a signaling and the UPR. This
model enabled us to characterize the role of the UPR transduc-
ers in generating an angiogenic response to energetic failure
that is independent of HIF-1a.

Our findings highlight the central and complex involvement
of the PERK kinase in the modulation of the angiogenic
response to glucose deprivation. PERK phosphorylates the
translational regulator elF2q, resulting in a general inhibition
of translation. One factor that escapes translational inhibition is
the transcription factor ATF4, which regulates the expression
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FIGURE 7. ANG expression is regulated by PERK and IRE1«. HREC were transfected with siRNAs targeting PERK or control, non-targeted (scramble) siRNAs.
Left: ANG transcript levels were measured by qRT-PCR after the cells had incubated in glucose-free medium for 24 h and compared with levels after 24 h of
culture with standard conditions (n = 4). Right: secretion of ANG in the medium was quantified by ELISA after the cells had incubated in glucose-free or
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of nutrient transporters and antioxidants, amino acid synthesis IRE1aand PERK through their respective transcription factors,
and the induction of autophagy (11, 31, 33). The mode of regu-  sXBP1and ATF4, but in the HepG2 hepatoma cell line, VEGFA
lation of VEGFA expression by UPR mediators seems to depend  is regulated by ATF6 (21). A more complex regulation of
on the cell type and the identity of ER stress factor. In mouse = VEGFA was observed in a medulloblastoma cell line, involving
embryonic fibroblasts, VEGFA is transcriptionally regulated by  regulatory action at both the transcriptional and post-tran-
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scriptional levels (34). In our model, VEGFA expression
depends only on PERK. Moreover, a salubrinal-induced
increase in the activity of this pathway resulted in increased
expression of VEGFA. Therefore, PERK might represent a
potential therapeutic target for increasing VEGFA production.
PERK also regulates bFGF expression at both the transcrip-
tional and translational levels. The fact that salubrinal increases
bFGF secretion and the inhibition of the PERK pathway reduces
bEGF secretion without modifying transcript expression sug-
gest that the UPR might activate bFGF secretion independently
of a transcriptional activity. bEGF lacks the signal peptide and is
secreted through a non-conventional pathway that does not
involve the trans-Golgi network (35). Instead, bFGF secretion
requires activation by caspase 1 within inflammasomes, fol-
lowed by direct release from the cell through the plasma mem-
brane (36). Recently, ER stress was shown to activate a non-
conventional secretion pathway mediated by Golgi reassembly
stacking proteins (GRASPs) (37). Other modes of non-conven-
tional secretion, including autophagy, may be involved in bFGF
secretion when the UPR is activated. PERK is known to activate
autophagy (38), and autophagy is implicated in the non-con-
ventional secretion of various molecules, including interleukin
1B (39), which is secreted in the same way as bFGF (36).
Whether bFGF is secreted during the UPR through a similar
non-conventional secretion pathway is an interesting hypothe-
sis that remains to be tested.

Our results also show that the UPR regulates ANG expres-
sion, a finding of considerable biological significance. In addi-
tion to its functions in kidney vasculogenesis (17), ANG is a
general inhibitor of translation in response to stress. ANG is a
secreted ribonuclease that generates stress-induced tRNA-de-
rived fragments (tiRNAs) that contribute to the displacement
of eIF4G/A from capped and uncapped mRNA and eIlF4E/G/A
(eIF4F) from the m7G cap, thereby inhibiting translation and
inducing stress granule assembly (23). Our results suggest that,
in addition to the activation of PERK and the phosphorylation
of elF2a, the UPR activates an ANG-mediated pathway that
may lead to a global repression of translation. Validation of this
hypothesis will require in-depth studies to precisely delineate
the respective roles of ANG-induced stress-induced tiRNAs
and elF2a phosphorylation in the inhibition of translational
programs during the UPR.

In conclusion, nutrient deprivation in human epithelial cells
promotes an angiogenic response that involves VEGFA, bFGF,
and ANG secretion. This process occurs independently of HIF-
la, with PERK acting as a central regulator, making it a prom-
ising therapeutic target. Additionally, the expression of ANG, a
stress-induced translational repressor, is modulated by both
IREla and PERK, representing an alternate pathway by which
the UPR might inhibit protein synthesis in response to stress.

REFERENCES

1. Racusen, L. C., and Regele, H. (2010) Kidney Int. Suppl., S27-S32

2. Zeisberg, M., and Neilson, E. G. (2010) Mechanisms of tubulointerstitial
fibrosis. J. Am. Soc. Nephrol. 21, 1819 -1834

3. Mimura, I, and Nangaku, M. (2010) The suffocating kidney: tubulointer-
stitial hypoxia in end-stage renal disease. Nat. Rev. Nephrol. 6, 667—678

4. Oskolkova, O. V., Afonyushkin, T., Leitner, A., von Schlieffen, E., Garga-
lovic, P. S., Lusis, A. J., Binder, B. R, and Bochkov, V. N. (2008) ATF4-de-

APRIL 27,2012-VOLUME 287-NUMBER 18 YASENB

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

pendent transcription is a key mechanism in VEGF up-regulation by oxi-
dized phospholipids: critical role of oxidized sn-2 residues in activation of
unfolded protein response. Blood 112, 330 -339

. Fine, L. G., and Norman, J. T. (2008) Kidney Int.
. Majmundar, A. J., Wong, W. ], and Simon, M. C. (2010) Hypoxia-induc-

ible factors and the response to hypoxic stress. Mol. Cell 40, 294-309

. Chade, A. R. (2011) Renovascular disease, microcirculation, and the pro-

gression of renal injury: role of angiogenesis. Am. J. Physiol. Regul. Integr.
Comp. Physiol. 300, R783-R790

. Mayer, G. (2011) Capillary rarefaction, hypoxia, VEGF and angiogenesis

in chronic renal disease. Nephrol. Dial Transplant 26, 1132-1137

. Wouters, B. G., and Koritzinsky, M. (2008) Hypoxia signaling through

mTOR and the unfolded protein response in cancer. Nat. Rev. Cancer 8,
851864

Sengupta, S., Peterson, T. R., and Sabatini, D. M. (2010) Regulation of the
mTOR complex 1 pathway by nutrients, growth factors, and stress. Mol.
Cell 40, 310-322

Bi, M., Naczki, C., Koritzinsky, M., Fels, D., Blais, J., Hu, N., Harding, H.,
Novoa, L, Varia, M., Raleigh, J., Scheuner, D., Kaufman, R.]., Bell, ], Ron,
D., Wouters, B. G., and Koumenis, C. (2005) ER stress-regulated transla-
tion increases tolerance to extreme hypoxia and promotes tumor growth.
EMBO . 24, 34703481

Drogat, B., Auguste, P., Nguyen, D. T., Bouchecareilh, M., Pineau, R.,
Nalbantoglu, J., Kaufman, R. J., Chevet, E., Bikfalvi, A., and Moenner, M.
(2007) IREL1 signaling is essential for ischemia-induced vascular endothe-
lial growth factor-A expression and contributes to angiogenesis and tu-
mor growth in vivo. Cancer Res. 67, 6700 —6707

Hetz, C. (2012) The unfolded protein response: controlling cell fate deci-
sions under ER stress and beyond. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 13, 89-102
Walter, P., and Ron, D. (2011) The unfolded protein response: from stress
pathway to homeostatic regulation. Science 334, 1081-1086

Pallet, N., Thervet, E., Le Corre, D., Knebelmann, B., Nusbaum, P., Tom-
kiewicz, C., Meria, P., Flinois, J. P., Beaune, P., Legendre, C., and Angli-
cheau, D. (2005) Rapamycin inhibits human renal epithelial cell prolifer-
ation: effect on cyclin D3 mRNA expression and stability. Kidney Int. 67,
2422-2433

Livak, K. J., and Schmittgen, T. D. (2001) Analysis of relative gene expres-
sion data using real-time quantitative PCR and the 2(-AAC(T)) Method.
Methods 25, 402—408

Nakamura, M., Yamabe, H., Osawa, H., Nakamura, N., Shimada, M., Ku-
masaka, R., Murakami, R., Fujita, T., Osanai, T., and Okumura, K. (2006)
Hypoxic conditions stimulate the production of angiogenin and vascular
endothelial growth factor by human renal proximal tubular epithelial cells
in culture. Nephrol. Dial Transplant 21, 1489 —1495

Rajnoch, J., Lodererova, A., Szabo, A., Honsova, E., Vannay, A., Bloud-
ickova, S., Matl, I, and Viklicky, O. (2005) Regulators of angiogenesis in
renal ischemia/reperfusion injury in normotensive and hypertensive rats:
effect of tacrolimus. Transplant Proc. 37, 352—354

Fraisl, P., Mazzone, M., Schmidt, T., and Carmeliet, P. (2009) Regulation
of angiogenesis by oxygen and metabolism. Dev. Cell 16, 167-179
Aragonés, ], Fraisl, P., Baes, M., and Carmeliet, P. (2009) Oxygen sensors
at the crossroad of metabolism. Cell Metab. 9, 11-22

Ghosh, R, Lipson, K. L., Sargent, K. E., Mercurio, A. M., Hunt, J. S., Ron,
D., and Urano, F. (2010) Transcriptional regulation of VEGF-A by the
unfolded protein response pathway. PLoS One 5, €9575

Boyce, M., Bryant, K. F., Jousse, C., Long, K., Harding, H. P., Scheuner, D.,
Kaufman, R.]., Ma, D., Coen, D. M., Ron, D., and Yuan, J. (2005) A selective
inhibitor of elF2a dephosphorylation protects cells from ER stress. Science
307, 935-939

Ivanov, P., Emara, M. M., Villen, J., Gygi, S. P., and Anderson, P. (2011)
Angiogenin-induced tRNA fragments inhibit translation initiation. Mol.
Cell 43, 613-623

Leonard, E. C., Friedrich, J. L., and Basile, D. P. (2008) VEGF-121 preserves
renal microvessel structure and ameliorates secondary renal disease fol-
lowing acute kidney injury. Am. J. Physiol. Renal Physiol. 295,
F1648 -F1657

Choi, Y.J., Chakraborty, S., Nguyen, V., Nguyen, C., Kim, B. K,, Shim, S. L,
Suki, W. N., and Truong, L. D. (2000) Peritubular capillary loss is associ-

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 14567

2102 ‘1€ AInp uo ‘eloewIRyd 8P BJelsIeAlunIalu] anbaylolgig 18 610 0g[ MMM Wol) PepeojuUMO(



The Unfolded Protein Response and Tubular Angiogenesis

26.

27.

28.

29.

30.

31.

ated with chronic tubulointerstitial injury in human kidney: altered ex-
pression of vascular endothelial growth factor. Hum. Pathol. 31,
1491-1497

Rudnicki, M., Perco, P., Enrich, J., Eder, S., Heininger, D., Bernthaler, A.,
Wiesinger, M., Sarkozi, R., Noppert, S. J., Schramek, H., Mayer, B., Ober-
bauer, R., and Mayer, G. (2009) Hypoxia response and VEGF-A expression
in human proximal tubular epithelial cells in stable and progressive renal
disease. Lab. Invest. 89, 337—346

Reinders, M. E., Rabelink, T.]., and Briscoe, D. M. (2006) Angiogenesis and
endothelial cell repair in renal disease and allograft rejection. . Am. Soc.
Nephrol. 17, 932-942

Strutz, F., Zeisberg, M., Ziyadeh, F. N., Yang, C. Q., Kalluri, R., Miiller,
G. A., and Neilson, E. G. (2002) Role of basic fibroblast growth factor-2 in
epithelial-mesenchymal transformation. Kidney Int. 61, 1714—1728
Inoki, K., Mori, H., Wang, J., Suzuki, T., Hong, S., Yoshida, S., Blattner,
S. M, Ikenoue, T., Riegg, M. A., Hall, M. N., Kwiatkowski, D. J., Rastaldi,
M. P., Huber, T. B., Kretzler, M., Holzman, L. B., Wiggins, R. C., and Guan,
K. L. (2011) mTORCI activation in podocytes is a critical step in the
development of diabetic nephropathy in mice. J Clin. Invest. 121,
2181-2196

Pallet, N., Bouvier, N., Bendjallabah, A., Rabant, M., Flinois, J. P., Hertig,
A., Legendre, C., Beaune, P., Thervet, E., and Anglicheau, D. (2008) Cy-
closporine-induced endoplasmic reticulum stress triggers tubular pheno-
typic changes and death. Am. J. Transplant 8, 2283-2296

Ye, J., Kumanova, M., Hart, L. S., Sloane, K., Zhang, H., De Panis, D. N.,

14568 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

32.

36.

37.

38.

39.

Bobrovnikova-Marjon, E., Diehl, J. A., Ron, D., and Koumenis, C. (2010)
The GCN2-ATF4 pathway is critical for tumour cell survival and prolif-
eration in response to nutrient deprivation. EMBO J. 29, 2082-2096
Marjon, P. L., Bobrovnikova-Marjon, E. V., and Abcouwer, S. F. (2004)
Expression of the pro-angiogenic factors vascular endothelial growth fac-
tor and interleukin-8/CXCL8 by human breast carcinomas is responsive
to nutrient deprivation and endoplasmic reticulum stress. Mol. Cancer 3,
4

. Kroemer, G., Marifo, G., and Levine, B. (2010) Autophagy and the inte-

grated stress response. Mol. Cell 40, 280-293

. Pereira, E. R,, Liao, N., Neale, G. A., and Hendershot, L. M. (2010) PLoS

One 5,

. Florkiewicz, R. Z., Majack, R. A., Buechler, R. D., and Florkiewicz, E. (1995)

Quantitative export of FGF-2 occurs through an alternative, energy-de-
pendent, non-ER/Golgi pathway. /. Cell Physiol. 162, 388 —399

Keller, M., Riiegg, A., Werner, S., and Beer, H. D. (2008) Active caspase-1
is a regulator of unconventional protein secretion. Cel/ 132, 818 — 831
Gee, H. Y., Noh, S. H,, Tang, B. L., Kim, K. H., and Lee, M. G. (2011) Rescue
of AF508-CFTR trafficking via a GRASP-dependent unconventional se-
cretion pathway. Cell 146, 746 —760

Kroemer, G., Marifo, G., and Levine, B. (2010) Autophagy and the inte-
grated stress response. Mol. Cell 40, 280-293

Dupont, N,, Jiang, S., Pilli, M., Ornatowski, W., Bhattacharya, D., and
Deretic, V. (2011) Autophagy-based unconventional secretory pathway
for extracellular delivery of IL-1B. EMBO J. 30, 4701-4711

VOLUME 287 +NUMBER 18+APRIL 27,2012

2102 ‘1€ AInp uo ‘eloewIRyd 8P BJelsIeAlunIalu] anbaylolgig 18 610 0g[ MMM Wol) PepeojuUMO(



Supplemental table 1. Primer sequences used for RT-PCR analysis

Access number

PCR product size

Gene name (nucleotides) Primer sequence
ANG NM_001145 191 F 5’-tgtcctgccecegtttctgegg-3°
(Homo sapiens) R 5’-ccggccctgtggtttggcat-3’
ATF6 NM_007348 239 F 5’-ccagcagcacccaagactcaaaca-3’
(Homo sapiens) R 5’-gtgtgactcccccagcaacagce-3’
bFGF NM_002006 291 F 5’-agcgaccctcacatcaag-3’
(Homo sapiens) R 5’-cgtttcagtgccacatacc-3’
CHOP NM_004083 170 F 5’-tggaagcctggtatgaggac-3’
(Homo sapiens) R 5'-tgtgacctctgcetggttctg-3’
NM_006516 F 5’-gctacaacactggagtcatc-3’
GLUT (Homo sapiens) 291 R 5’-ggatcagcatctcaaaggac-3’
NM_005347 F 5’-ggtgaaagacccctgacaaa-3’
GRP78 (Homo sapiens) 200 R 5’-gtcaggcgattctggtcatt-3’
IRE1q NM_001433 237 F 5’-agagaggcgggagagccgtg-3’
(Homo sapiens) R 5’-cgaggaggtgggggaagcga-3’
NM_002608 F 5’-ccgccagcegcccatttttca-3’
PDGF-B (Homo sapiens) 116 R 5’-ctttgcagcgaggcetggaggg-3’
PERK NM_004836 175 F 5’-caggcaaaggaaggagtctg-3’
(Homo sapiens) R 5’-aacaactccaaagccaccac-3’
NM_004566 F 5’-ggtgtgcgacgaccctac-3’
PFKFB3 (Homo sapiens) 253 R 5’-gtacacgatgcggctctg-3’
NM_012423 F 5’-cctggaggagaagaggaaagaga-3’
RPL13A (Homo sapiens) 124 R 5’-gaggacctctgtgtatttgtcaa-3’
VEGE-A NM_001171623 144 F 5’-gaaggaggagggcagaatc-3’
(Homo sapiens) R 5’-cacacaggatggcttgaag-3’
SXBP1 NM_005080 117 F 5’-gcaggtgcaggcccagttgt-3’
(Homo sapiens) R 5’-tgggtccaagttgtccagaatgc-3’
ATF4 NM_024403 206 F 5’-acagcgaagtgttggcgggg-3’
(Rattus norvegicus) R 5’ggcatcctccttgecggtgt-3’
CHOP NM_024134 236 F 5’-cgacagagccaaaataacagc-3’
(Rattus norvegicus) R 5’-ggatgcagggtcaagagtagtg-3’
HERP NM_053523 110 F 5’-agaacttgcggatgaatgc-3’
(Rattus norvegicus) R 5’-gaggaaaacggaaaatgtcg-3’
PDI NM_012998 206 F 5’-tgaactggctgaagaaacg-3’
(Rattus norvegicus) R 5’-ggaaaacacatcgctattgg-3’
SXBP1 NM_001004210 158 F 5’-ctgagtccgcagcaggtgcag-3’

(Rattus norvegicus)

R 5’-ctctggggaaggacatttga-3’
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Supplemental table 2. Primary antibodies used for Western blot.

Antibody Dilution Reference
Anti-p Actin 1:1000 A2668'
Anti-Angiogenin 1:500 sC-90442
Anti-ATF6 4pg/ml IMG-273°
Anti-bFGF 1:500 05-118*
Anti-elF2a, 1:1000 ab5369°
Anti-phospho-elF2a 1:500 ab32157°
Anti-GRP78 1:1000 sc-10502
Anti-HIF-1a, 1:500 NB100-449°
Anti-IRE1o. 1:500 32947
Anti-PERK 1:500 31927
Anti-VEGFA 1:500 sc-1522
! Sigma-Aldrich
2 Santa Cruz Biotechnology
® Imgenex
* Millipore

®> Abcam
® Novus Biologicals
" Cell Signaling Technology
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Supplemental Figure 1
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SUPPLEMENTAL FIGURES LEGENDS

SUPPLEMENTAL FIGURE 1. A. HREC were cultured in glucose-deprived or standard medium
with or without hypoxia for 24 hours. The level of cell death was evaluated by measuring the release
of adenylate kinase with the ToxiLight” BioAssay Kit. Adenylate kinase concentrations were
estimated by the luminescence of the medium and are presented as the mean + sem of three
independent experiments. B. HREC were cultured in glucose-deprived medium or in standard medium
with or without hypoxia for 24 hours. PDGFB transcript levels were measured by qRT-PCR and are
presented as the meantsem relative to levels after 24 hours of culture with standard conditions in four
independent experiments. *, p<0.05. C. The secretion of PDGF-BB in the medium was quantified by
ELISA. The concentration is presented as the meantsem of four independent experiments. *, p<0.05.

SUPPLEMENTAL FIGURE 2. A. HREC were transfected with siRNAs targeting /RE/ o or control,
non-targeted (scramble) siRNAs. A. VEGFA transcript levels were measured by qRT-PCR after the
cells had incubated in glucose-free medium for 24 hours and compared to levels after 24 hours of
culture with standard conditions (n=4). B. HREC were transfected with siRNAs targeting ATF6 or
control, non-targeted (scramble) siRNAs. VEGFA transcript levels were measured by qRT-PCR after
the cells had incubated in glucose-free medium for 48 hours and compared to levels after 48 hours of
culture with standard conditions (n=4).

SUPPLEMENTAL FIGURE 3. A. HREC were transfected with siRNAs targeting /RE/ o or control,
non-targeted (scramble) siRNAs. bFGF transcript levels were measured by qRT-PCR after the cells
had incubated in glucose-free medium for 24 hours and compared to levels after 24 hours of culture
with standard conditions (n=4). B. HREC were transfected with siRNAs targeting 4A7F6 or control,
non-targeted (scramble) siRNAs. bF'GF transcript levels were measured by qRT-PCR after the cells
had incubated in glucose-free medium for 24 hours and compared to levels after 24 hours of culture
with standard conditions (n=4).

SUPPLEMENTAL FIGURE 4. HREC were transfected with siRNAs targeting A7F6 or with
control, non-targeted (scramble) siRNAs. ANG transcript levels were measured by qRT-PCR after the
cells had incubated in glucose-free medium for 24 hours and compared to levels after 24 hours of
culture with standard conditions (n=4).
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Article 3 : La déplétion en tryptophane et la kinase GCN2 sont impliquées dans

Pactivation de I’autophagie induite par Uinterférony.

Fougeray S, Mami I, Bertho G, Legendre C, Beaune P, Thervet E, Pallet N. Tryptophan
depletion and the kinase GCN2 mediate interferon y-induced autophagy. J Immunol, 2012

(in press).

L’IFNYy interagirait avec 1’autophagie, mécanisme protecteur majeur par son activité
catabolique et permettant le contrdle de I'immunité innée et adaptative. Le processus par
lequel I'IFNy active 1’autophagie dans les cellules humaines n’est pas bien connu et
I’activation de 1’autophagie par I'IFNY est peu étudiée dans le rein.

L’objectif de ce travail a été de mettre en évidence le mécanisme conduisant a
I’activation de ’autophagie en réponse a I'IFNy dans les cellules tubulaires rénales et
d’étudier les conséquences sur I’inflammation de 1’induction de 1’autophagie induite par
I’IFNy.

Nous avons montré que I'IFNy entraine I’accumulation de compartiments acides
cytoplasmiques caractéristiques des lysosomes, de la protéine LC3-II et de vésicules a
double membrane spécifiques des autophagosomes montrant que I'IFNYy entraine la
formation d’autophagosomes et d’autolysosomes. De plus, 1'utilisation d’inhibiteurs de
protéases lysosomales montre que I’IFNy augmente le flux autophagique. Le tryptophane
(Trp) est métabolisé suite a I’induction de 1’indoléamine 2,3-dioxygénase par I'INFy. La
déplétion en Trp active la protéine kinase GCN2 et conduit a la phosphorylation de elF2a.,
un activateur de 1’autophagie. Au contraire, la supplémentation en Trp réduit 1’activation
de GCN2-elF2a et inhibe I’autophagie. De la méme facon, I’inhibition de GCN2 par des
ARN interférences bloque le processus autophagique induit par I'IFNy suggérant que
I’activation de 1’autophagie en réponse a I'IFNvy est médiée par la déplétion en tryptophane
et est associée, en partie, a ’activation de la voie GCN2/elF2a. Enfin, I’inhibition de
I’autophagie par I'utilisation de siRNA dirigés contre Beclin-1 amplifie la sécrétion de
médiateurs pro-inflammatoires et fibrogéniques montrant que I’autophagie induite en
réponse a I’IFNYy est capable de réduire la sécrétion de ces médiateurs par les cellules

tubulaires rénales humaines.
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En conclusion, nous avons identifié un nouveau mécanisme par lequel I'IFNvy active
19 . 2 2z Py . P . . .
autophagie et nous avons démontré que 1’autophagie module la réponse immune induite

par I’'IFNYy dans les cellules tubulaires rénales humaines.
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Partie 3 : Travaux annexes

Etude 1 : Le stress du réticulum endoplasmique dans la maladie rénale associée a la

mutation de UMOD : une étude de cas chez I’humain.

Adam J, Bollée G, Fougeray S, Noé¢l LH, Antignac C, Knebelman B, Pallet N.
Endoplasmic reticulum stress in UMOD-related kidney disease: a human pathologic study.

Am J Kidney Dis, 59: 117-121,2012.

Les mutations du gene UMOD codant I’'uromoduline, une protéine produite par les
cellules de la branche ascendante de I’anse de Henl€ et excrétée dans les urines, conduisent
au développement de néphrites tubulo-interstitielles (NTI). Dans des conditions normales,
I’uromoduline est distribuée au niveau de la membrane apicale des cellules tubulaires de la
branche ascendante de 1’anse de Henlé et une partie des tubules contournés distaux. La
mutation du géne UMOD entraine la production d’une protéine mal conformée qui est
retenue dans la lumiere du RE. L’accumulation de la protéine mutée peut induire un stress
du RE.

L’objectif de cette étude a été d’établir un lien entre 1’accumulation d’uromoduline
mutée dans les cellules tubulaires épithéliales et le stress du RE.

Nous avons comparé des biopsies rénales de deux groupes de patients. Le premier
groupe est constitué de 7 patients, nommés « patients UMOD », dont le diagnostic de la
maladie rénale associée a UMOD a été effectué sur la base de la présence d’une NTI
familiale et porteurs d’une mutation sur le gene UMOD. Le second groupe est formé de 5
patients, appelés « patients NTI familiale », présentant les mémes caractéristiques cliniques
que les patients UMOD mais ne portant pas de mutation sur le gene UMOD.

Nous avons montré, a partir de biopsies de patients UMOD, que 1’expression de
I'uromoduline est hétérogene, intense et localisée dans le cytoplasme des cellules de la
branche ascendante de [’anse de Henlé. Dans ces mémes tubules, I’expression
périnucléaire du marqueur du stress du RE, GRP78, est augmentée. Au contraire, dans les

biopsies de patients présentant une NTI familiale non associée a une mutation du gene
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UMOD, le marquage de 1’'uromoduline met en évidence une expression apicale normale de
la protéine et celui de GRP78 ne montre pas d’augmentation de cette protéine chaperonne.

En conclusion, ces données montrent pour la premiere fois que 1’accumulation de
I’uromoduline mutée peut entrainer un stress du RE dans les cellules tubulaires rénales
suggérant que le stress du RE est potentiellement impliqué dans la progression des

maladies rénales associées a la mutation de UMOD.
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Case Report

Endoplasmic Reticulum Stress in UMOD-Related Kidney
Disease: A Human Pathologic Study

Julien Adam, MD," Guillaume Bollée, MD, PhD,? Sophie Fougeray, PhD,>
Laure-Héléne Noél, MD, Corinne Antignac, MD, PhD,*°¢
Bertrand Knebelman, MD, PhD,? and Nicolas Pallet, MD, PhD>”

Mutations of the UMOD gene, which encodes the uromodulin protein, are associated with tubulointerstitial
nephritis and hyperuricemia. UMOD mutations impair uromodulin folding, resulting in its retention within the
endoplasmic reticulum (ER) of renal tubular cells. The aim of this study was to investigate whether mutant
uromodulin accumulation in epithelial tubular cells is associated with ER stress. We characterized tubular
expression of uromodulin and the ER stress surrogate marker Grp78 by immunohistochemistry in kidney
biopsy specimens from 7 patients with UMOD-related kidney disease. We compared this population with 5
patients with familial tubulointerstitial nephritis not related to UMOD mutation. All biopsy specimens from
patients carrying the UMOD mutation showed strong heterogeneous cytoplasmic expression of uromodulin in
cells of the thick ascending limb of the loop of Henle. In the same tubules, Grp78 was highly expressed in a
perinuclear pattern. In contrast, in all kidney biopsy specimens from patients without UMOD mutations,
uromodulin staining showed normal apical expression and Grp78 expression was not increased. Our
observations support the hypothesis that ER accumulation of mutant uromodulin may cause ER stress,
providing a potential mechanism for the progression of UMOD-related kidney disease.

Am J Kidney Dis. 59(1):117-121. © 2011 by the National Kidney Foundation, Inc.

INDEX WORDS: UMOD; endoplasmic reticulum stress; kidney; unfolded protein response; uromodulin;

Tamm-Horsfall.

Mutations in UMOD, the gene that encodes uro-
modulin, are associated with tubulointerstitial
nephritis (TIN) of autosomal dominant inheritance.'
UMOD-related kidney diseases are characterized by
the association of TIN with focal tubular atrophy and
interstitial fibrosis. Although uromodulin usually is
distributed at the apical membrane of the tubular cells
lining the thick ascending limb of the loop of Henle
and early distal convoluted tubules,>* immunohistol-
ogy of UMOD-related kidney disease specimens shows
an intense heterogeneous staining pattern for uromodu-
lin in the cytoplasm."” The mutated UMOD gene
produces misfolded uromodulin, which cannot be
exported out of the endoplasmic reticulum (ER) and
remains retained inside the lumen of the ER.®® Thus,
the accumulation of mutated uromodulin could pro-
duce ER stress. ER stress results from the accumula-
tion of misfolded proteins within the ER lumen and
activates an adaptive response termed the “unfolded
protein response.”®”'! The unfolded protein response
generates cell death and dedifferentiation and also
triggers microenvironmental inflammation that could
contribute to the pathogenesis of UMOD-related kid-
ney diseases.’

The aim of our study was to investigate whether
tubular ER stress could be detected in kidney biopsy
specimens from patients with UMOD-related kidney
disease. Our immunohistologic study compared tubu-
lar expression of the ER stress marker Grp78 (also
known as heat shock 70 kDa protein 5; encoded by the

Am J Kidney Dis. 2012;59(1):117-121

HSPA5 gene) between a population of patients with
UMOD-related kidney disease and a control popula-
tion of patients with hereditary TIN not related to
UMOD mutations. To our knowledge, our data are the
first to show in humans that tubular ER stress is
activated during UM OD-related kidney disease.

CASE REPORT

We retrospectively reviewed all cases of patients screened for
UMOD mutations at Necker Hospital in Paris, France. We exam-
ined kidney biopsy specimens from 7 patients, hereafter referred to
as UMOD patients. The diagnosis of UMOD-related kidney dis-
ease was made on the basis of familial TIN with hyperuricemia
and/or precocious gout. A definitive diagnosis was confirmed by

From the 'Service d’Anatomopathologie, Paris, France and
2Service de Néphrologie, Hopital Necker et Université Paris
Descartes; >JINSERM U775 et Université Paris Descartes, Centre
Universitaire des Saints-Péres; *INSERM U983, Hopital Necker-
Enfants Malades; SFaculté de Médecine Paris Descartes, Univer-
sité Paris Descartes; 6De’partement de Génétique, Centre de
Référence MARHEA, Hopital Necker-Enfants Malades, APHP;
and ’Service de Transplantation Rénale, Hopital Necker et Univer-
sité Paris Descartes, Paris, France.
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© 2011 by the National Kidney Foundation, Inc.
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genotyping for mutations in the UMOD gene. Informed consent
was obtained from the affected patients, and this study was
approved by the ethics committee of our institution. Genomic
DNA was isolated from peripheral-blood leukocytes by standard
procedures. All exons covering UMOD (10 coding exons) and
HNF 1B (hepatic nuclear factor 13) coding regions were amplified
by polymerase chain reaction for direct sequencing; mutations
identified are listed in Table S1 (available as online supplementary
material). The control population, referred to as familial TIN
patients, included 5 patients with clinical features and a familial
history similar to those with UMOD mutations and for whom a
biopsy showed TIN. UMOD gene sequencing, which was per-
formed in all these patients, found no mutations.

Clinical and biological characteristics of the 2 groups of patients
were similar (Table 1). In normal and familial TIN kidneys,
uromodulin was distributed in cells found in the thick ascending
limb of the loop of Henle, with a staining pattern characteristic of
apical membrane reactivity and that shows weak diffuse cytoplas-
mic localization (Fig S1). In patients with UMOD-related kidney
disease, uromodulin was expressed mainly in the cytoplasm with
dense perinuclear aggregates and was expressed weakly at the
apical membrane (Figs S1 and S2).

As a measure of ER stress, we characterized tubular expression
of Grp78 in UMOD and familial TIN patients by immunohistochem-
istry (Fig 1). Grp78 is an ER-resident chaperone and serves as a
master regulator and surrogate marker of ER stress.''"!* Grp78
was overexpressed in tubules expressing uromodulin and not in the
distal part of the tubule, as shown by the lack of colocalization
between aquaporin 2 and Grp78 (Fig 1). These results suggest that
the specificity of Grp78 for diseased (in relation to UMOD muta-

Table 1. Patient Characteristics

Familial TIN Patients

HNF1B
UMOD Patients Mutation = No Mutation
No. of patients/ 717 11 4/4
families
Age (y) 30 (11; 54) 34 40 (26; 63)
Male sex 5(71.5) 0 3(75)
Familial history of 6 (85) 1 4 (100)
kidney disease
eGFR (mL/min/1.73 44 (31;72) 52 51(7;77)
m?)
Proteinuria (mg/d) 0.1 (0; 0.5) 0.15 0.1 (0;0.3)
Gout and
hyperuricemia
Gout 6 (85) 1 3(75)
Hyperuricemia 7 (100) 4 (100)

Uricemia (umol/L) 522 (455;680) 372 500 (470; 580)

Renal cysts 2 (29) 1 1(25)
Bilateral 1(14.5) 1 1(25)
Unilateral 1(14.5) 0 0(0)

Note: Continuous variables are expressed as mean (25th;
75th percentile); categorical variables, as number (percentage).
eGFR calculated by the Modification of Diet in Renal Disease
Study equation. Conversion factor for units: eGFR in mL/min/
1.73 m?to mL/s/1.73 m?, X0.01667.

Abbreviations: eGFR, estimated glomerular filtration rate;
HNF1B, hepatic nuclear factor 18; TIN, tubulointerstitial nephri-
tis; UMOD, uromodulin.
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Figure1. Representative kidney biopsy specimen and immu-

nohistology from a UMOD mutation patient. (A) Biopsy specimen
shows interstitial fibrosis and tubular atrophy. (B, C) Serial sec-
tions show misfolded uromodulin aggregates in tubules also
stained with the endoplasmic reticulum stress marker Grp78.
Primary antibody for uromodulin was a sheep polyclonal (Milli-
pore, www.millipore.com) used at 1:3,000, and for Grp78, a goat
polyclonal (Santa Cruz Biotechnology, www.scbt.com) used at
1:500. (D) Of note, tubules expressing Grp78 do not stain the
distal tubule marker aquaporin 2 (primary antibody, rabbit poly-
clonal used at 1:1000; Sigma-Aldrich, www.sigmaaldrich.com).
Red boxes highlight representative fields showing colocalization
of uromodulin and GRP78. (Original magnification, X 10.)

tion) tubules is high. In a few tubules, there is a lack of colocaliza-
tion of uromodulin and Grp78, which might occur because ER
stress and GRP78 expression are dynamic processes; this implies
that the accumulation of misfolded uromodulin in the ER is not
permanently associated with Grp78 overexpression.

Biopsy specimens of UMOD-related kidney disease show strong
perinuclear staining of Grp78, which is compatible with overexpres-
sion of this protein inside the ER. Familial TIN biopsy specimens
did not show tubular staining, suggesting that ER stress is absent
from tubules of patients with familial TIN (Fig 2). Grp78 staining
and uromodulin aggregates are colocalized on serial cuts, showing
that ER stress occurs in the thick ascending limb of the loop of
Henle, where mutated uromodulin forms aggregates. When we
compared semiquantitative counts of Grp78 tubular expression,
0.58% of tubules were positively stained with Grp78 in the familial
TIN group compared with 18.6% in the UMOD group (P = 0.001;
Fig 3).

Taken together, these results provide evidence that the ER stress
marker Grp78 is expressed in tubular cells of the thick ascending
limb of the loop of Henle in the setting of UMOD-related kidney
disease. Grp78 overexpression is associated with the accumulation
of uromodulin aggregates within the ER, suggesting that the
intrareticular accumulation of misfolded uromodulin in the tubular
cell promotes ER stress.

Am J Kidney Dis. 2012;59(1):117-121
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Uromodulin

UMOD-related
kidney disease

Familial Tubulointerstitial
Nephropathy

GRP78

Figure 2. Comparison of uromodulin-Grp78 colocalization in UMOD-related kidney disease and familial tubulointerstitial nephritis
(TIN). (A, B) In patients with UMOD mutations, serial sections show that tubules in which misfolded uromodulin aggregates show strong
perinuclear Grp78 immunoreactivity. (C, D) In patients with familial TIN, no significant staining for Grp78 was observed. (Original

magnification, x20.)

DISCUSSION

Mutations in UMOD are responsible for UMOD-
related kidney diseases, a group of autosomal domi-
nant chronic interstitial diseases that includes familial
juvenile hyperuricemic nephropathy and medullary
cystic kidney disease type 2."%'*'® Moreover, com-
mon genetic variants of UMOD might lessen kidney
function.'®?° These data suggest that uromodulin, for
which the precise physiologic function is unknown, is
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Figure 3. Quantification of tubular Grp78 staining in UMOD-
related kidney disease biopsy specimens compared with those
of familial tubulointerstitial nephropathy (TIN) not related to UMOD
mutation (n = 7 for the UMOD group and n = 5 for the familial
TIN group); **P < 0.01. Error bars represent standard error.
Tubular Grp78 staining was quantified by dividing the number of
positive tubules by the total quantified at original magnification,
x20.

Am J Kidney Dis. 2012;59(1):117-121

implicated in the development of chronic kidney
diseases.

More than 40 UMOD mutations have been de-
scribed to date, and most involve substitution of
cysteine residues or highly conserved polar amino
acids. Such missense mutations would be expected to
change disulfide bond formation and thereby interfere
with correct folding and spatial flexibility. The resul-
tant misfolded proteins are retained inside the ER
lumen. Although this has been shown clearly in experi-
mental studies, the biological pathways activated after
the accumulation of misfolded uromodulin inside the
ER are unknown. One can speculate that ER stress
and the unfolded protein response are activated and
promote tubular cell death and local inflammation.
The unfolded protein response is an adaptive response
to ER stress that is highly conserved among different
species and comprises 3 distinct phases: an adaptive
phase, an alarm phase, and an activation phase. The
adaptive phase is characterized by proteasomal degra-
dation of proteins, global inhibition of translation, and
an increase in number of chaperones and protein-
processing enzymes. The alarm phase involves the
generation of an inflammatory response mediated by
NF-kB (nuclear factor-kB) and JNK (c-Jun N-
terminal kinase) activation. Finally, if stress is pro-
longed or its intensity becomes too high, the unfolded
protein response may induce cell death by apoptosis.
Many disturbances, including cellular redox dysregu-
lation, disruption of calcium ion regulation, glucose
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deprivation, viral infections, abnormal glycosylation
patterns, inhibition of folding enzymes, and overload-
ing of cholesterol, can lead to the buildup of unfolded
or misfolded proteins in the ER lumen.”'"?

The kidney parenchyma is the target of numerous
chemical and physical stresses that activate various
responses in all cell types. ER stress has been de-
scribed in various kidney injuries in both experimen-
tal and clinical studies.'**'*” including ischemia-
reperfusion injury; cyclosporine, cisplatin, and
aminoglycoside nephrotoxicity; and the setting of
various glomerulonephritides. The importance of ER
stress in the development of tubulointerstitial lesions
recently was highlighted by the observation that age-
related chronic tubulointerstitial lesions appear more
rapidly in Grp78 mutant mice compared with wild-
type mice.”® In this model, the induction of massive
proteinuria accelerated the development of chronic
nephropathy, leading to the activation of caspase 12
and tubular apoptosis.

Protein misfolding is an important contributor to a
wide spectrum of genetic diseases.”” For example,
protein misfolding disorders constitute an emerging
group of diseases, mostly neurodegenerative, that are
characterized by the presence of abnormal protein
aggregates that contain specific misfolded proteins.
Our results show a strong correlation between geno-
type (UMOD mutation) and phenotype; namely, the
cytoplasmic accumulation of uromodulin aggregates
in UMOD-related kidney disease.

Our data are consistent with previous experimental
work that showed that mutated uromodulin accumu-
lates in the ER lumen and promotes cellular death and
tissue injury.®® This suggests that UMOD-related kid-
ney diseases may constitute the first kidney protein
misfolding disorder described.

In conclusion, we show that abnormal uromodulin
expression in epithelial cells of the thick ascending
limb of the loop of Henle is associated with upregula-
tion of expression of the ER stress marker Grp78 in
patients with UMOD-related kidney disease. This
suggests that ER stress may have a role in the patho-
genesis of UMOD-related kidney disease.
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related kidney disease, normal kidney, and familial tubulointersti-
tial nephropathy.

Figure S2: Uromodulin immunohistology and periodic acid—
Schiff staining of UMOD-related kidney disease biopsy sections.
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Supplementary Figure S1; Adam et al, AUKD, “Endoplasmic Reticulum Stress in UMOD-Related Kidney Disease:
A Human Pathological Study”

UMOD-related kidney disease

Familial Tubulointerstitial
Nephropathy

n B

In patients with a UMOD gene mutation (@, b), cytoplasmic granular aggregates of stained
material are observed (a, arrow). Cytoplasmic aggregates are mainly perinuclear (b, white
arrows). In patients with familial tubulointerstitial nephropathy without a UM OD mutation
(d), cytoplasmic staining is weaker, and no granular aggregates are observed. Apical
reactivity (d, arrow) is usually strong, which is a pattern similar to that of normal kidneys ().
Magnification x40, except (b), which is x100.



Supplementary Figure S2; Adam et al, AUKD, “Endoplasmic Reticulum Stress in UMOD-Related Kidney Disease:
A Human Pathological Study”

UMOD-related kidney disease

In periodic acid schiff stained sections, rare cytoplasmic granular aggregates of stained
material can be observed. Magnification x40.
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Etude 2 : Dysfonction des cellules NK dans le diabéte de type 2 : implication possible du

stress du réticulum endoplasmique.

Berrou J, Fougeray S, Venot M, Chardiny V, Gautier JF, Toubert A, Péraldi MN. Natural
Killer cell dysfunction in type 2 diabetes: possible involvement of endoplasmic reticulum

stress (soumis).

Les patients diabétiques de type 2 sont plus sensibles aux infections et ont une
prédisposition plus importante a la survenue de certains cancers. Les mécanismes
impliqués dans la dérégulation de la réponse immune des patients atteints de diabete de
type 2 sont peu connus. Le stress oxydatif et le stress du RE induits par un taux élevé de
glucose pourraient influencer la fonction des cellules de I'immunité et notamment des
cellules NK. L’activité des cellules NK est régulée par des récepteurs tels que NKp46 et
NKG2D, qui lient des ligands présents a la surface des cellules infectées ou tumorales.

L’objectif de ce travail a été de mettre en évidence I'implication du stress du RE dans
la dysfonction des cellules NK chez les patients diabétiques de type 2.

Notre étude a inclus 51 patients diabétiques de type 2 et 54 patients sains. Nous avons,
en premier lieu, observé une diminution significative de 1’expression des récepteurs
NKG2D et NKp46 a la surface des cellules NK de patients diabétiques de type 2 par
rapport aux cellules NK de patients sains. Dans un deuxiéme temps, nous avons noté une
diminution significative de I’expression des ARNm de NKp46 dans les cellules NK de
patients diabétiques de type 2 mais pas de modification de I’expression des transcrits de
NKG2D. Nous avons également montré que la tunicamycine induit un stress du RE et
active la réponse UPR dans les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) de
patients sains simultanément a une diminution de 1’expression de NKG2D. Enfin, nous
avons observé I’augmentation des transcrits de BiP, PDI et XBP1 dans les PBMC des
patients diabétiques de type 2 par rapport aux PBMC des patients sains, suggérant que
I’atténuation de I’expression de NKG2D est associée au stress du RE dans les cellules NK
des patients diabétiques de type 2.

En conclusion, la diminution de la fonction des cellules NK des patients diabétiques
due a la réduction des récepteurs NKp46 et NKG2D peut étre liée en partie a un stress du

RE.
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Article 4 (revue) : Le stress du réticulum endoplasmique : un acteur méconnu dans la

transplantation d’organes solides.

Pallet N, Fougeray S, Beaune P, Legendre C, Thervet E, Anglicheau D. Endoplasmic
reticulum stress: an unrecognized actor in solid organ transplantation. Transplantation, 88:

605-613,2009.

Le stress du RE est activé secondairement a une accumulation de protéines mal
conformées dans le RE et peut induire la différenciation voire la mort des cellules. Des
données récentes suggerent son implication dans la médiation des 1ésions de 1’organe
transplanté. Dans cette revue sont résumés les mécanismes du stress du RE et son
implication dans la survenue des lésions du greffon est dicutée. L’amélioration des
connaissances sur les mécanismes cellulaires et moléculaires des Iésions aigués et
chroniques du transplant peuvent permettre le développement de nouveaux biomarqueurs
et la découverte de nouvelles stratégies thérapeutiques pour empécher la dysfonction du

greffon et favoriser la régénération apres des dommages tissulaires.
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OVERVIEW

Endoplasmic Reticulum Stress: An Unrecognized
Actor in Solid Organ Transplantation

Nicolas Pallet, "’ Sophie Fougeray,l Philippe Beaune,’ Christophe Legendre,2 Eric Thervet,™?
and Dany Anglicheau™*

Endoplasmic reticulum (ER) stress is an adaptive response to the accumulation of misfolded proteins within the ER,
which can trigger cell dedifferentiation and cell suicide. Increasing evidences suggest its implication in mediating
allograft injury. Herein, we summarize the mechanisms of ER stress and discuss its implication in allograft injury.
Increasing our understanding of the cellular and molecular mechanisms of acute and chronic allograft damages could
lead to the development of new biomarkers and to the discovery of new therapeutic strategies to prevent the initiation
of graft dysfunction or to promote the tissue regeneration after injury.

Keywords: Transplantation, Endoplasmic reticulum stress, Allograft injury, Epithelial mesenchymal transition.

(Transplantation 2009;88: 605-613)

ndoplasmic reticulum (ER) stress results from the accu-

mulation of misfolded proteins within the ER. Cells sub-
ject to ER stress activate an evolutionary conserved adaptive
response termed the unfolded protein response (UPR).
When adaptation fails, excessive and prolonged ER stress
triggers cell suicide. Important roles for ER-initiated cell
death pathways have been recognized for several diseases, in-
cluding diabetes, hypoxia, ischemia/reperfusion injury, neu-
rodegenerative, and heart diseases (1).

The implication of the ER stress is not well recognized
in solid organ transplantation, but increasing evidences sug-
gest its implication in mediating allograft injury. The purpose
of this review is to summarize the mechanisms of ER stress
and to discuss its implication during tissue injury in solid
organ transplantation. We will also discuss the possible im-
plications of the ER stress in the modifications of cell func-
tional properties and phenotypic changes.

Pathophysiology of Protein Folding in the ER

The ER is a membranous labyrinth network that ex-
tends through the cytoplasm of the cell and is contiguous with
the nuclear envelope. The ER provides an oxidative environ-
ment that is optimized for protein maturation. If this matu-
ration process fails, the protein is not transported to its final
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destination and is eventually degraded (2). The ER is rich in
Ca”" dependant chaperones, such as immunoglobulin bind-
ing protein (BiP), also known as glucose related protein 78
(GRP78), GRP94 and calreticulin, which not only stabilize
protein folding intermediates but also sense and dispatch any
improperly folded protein for degradation (1, 3).

Many disturbances, including cellular redox dysregula-
tion, aberrant Ca>* regulation, glucose deprivation, viral infec-
tion, altered glycosylation, inhibition of folding enzymes, and
overloading of cholesterol, can interfere with the ER protein
folding machinery and subsequently lead to accumulation of
misfolded proteins in the ER lumen, a situation called ER stress.

Mediators of the UPR Signaling

Three major mediators are involved in the UPR signal-
ing: PERK (protein kinase RNA)-like ER kinase), IRE1 (ino-
sitol requiring enzyme 1) and ATF6 (activated transcription
factor 6(Fig. 1). The most immediate response to the ER stress
is transient attenuation of mRNA translation by increased
phosphorylation of elF2« (elongation initiation factor 2a) by
the ER resident kinase PERK. When phosphorylated, eIF2« pre-
vents the formation of the ternary translation initiation complex
and inhibits mRNA translation (1). Interestingly, eIF2« allows
the selective translation of some mRNAs, such as the transcrip-
tional factor ATF4, carrying in their 5'untranslated region up-
stream open reading frames sequences, which normally inhibit
translation, but which can induce translation in response to
elF2a activation (I). ATF4 transcriptionaly regulates CHOP
(C/EBP homologous protein) gene expression, whose target
is growth arrest and DNA damage inducible protein 34
(GADD34), a mediator of ER stress-induced cell death.

The UPR alters the transcriptional programs through
the protein kinase/endoribonuclease IRE1 and the transcrip-
tional factor ATF6. IRE is activated by oligodimerization and
autophosphorylation, which promotes the cleavage of the
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Endoplasmic reticulum

Golgi apparatus

P38  NF-kB

Nucleus

FIGURE 1. Molecular mechanisms of the unfolded protein response (UPR). Under nonstressed conditions, binding
protein (BiP) binds to the luminal domain of inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), protein kinase RNA-like ER kinase (PERK),
and activated transcription factor 6 (ATF6) to maintain them within the endoplasmic reticulum (ER). On accumulation of
unfolded proteins, BiP is recruited away from ATF6, IRE1, and PERK, thus allowing IRE1 and PERK spontaneous dimerization/
oligomerization, transautophosphorylation and activation. Activated IREl cleaves the transcription factor XBP-1 mRNA
generating a translation frameshift. XBP-1 protein translocates to the nucleus, where it binds to UPR elements. IRE1 also
activates JNK, through TRAF2. elF2a phosphorylation by phosphorylated PERK leads to the attenuation of global mRNA
translation and selectively stimulates translation of a specific subset of mRNAs that contain multiple upstream open reading
frames in their 5'-untranslated region, such as ATF4. ATF4 activates transcription of genes involved in amino acid metab-
olism and transport, oxido-reduction and ER stress induced apoptosis (CHOP). Finally, the release of BiP from ATF6 expose
a Golgi localization sequence within ATF6, leading to ATF6 transport to the Golgi where it is cleaved to generate an ATF6
fragment transcription factor that translocates to the nucleus, binds to ER-stress response elements (ERSE) and induces
transcription of genes such as Bip, CHOP and XBP-1. Alarm genes: CHOP, GADD34; UPR genes: endoplasmic reticulum
chaperones and endoplasmic reticulum-associated degradation factors ([69] for details); Adaptation genes: BiP/GRP78, GRP%4,
PDI, AND EROl .

mRNA of the transcriptional factor X-box binding protein-1
(XBP-1). Spliced transcript of XBP-1 can bind to the ER stress
response element (ERSE) that induces the transcription of
many UPR genes encoding chaperones and folding and deg-
radation enzymes. Under stressed condition, ATF6 leaves the
ER to the Golgi apparatus where it is cleaved by proteases,
thus allowing a cytosolic DNA binding unit to bind to the
ERSE and induce UPR genes transcription.

The ER chaperone protein BiP is considered as a master
UPR regulator and plays essential roles in activating IRE1,
PERK, and ATF6 in response to stress (4). Under normal
conditions, BiP binds to the luminal domains of IRE1, ATF6,
and PERK to maintain them within the ER (Fig. 1). On stress
conditions, BiP binds permanently to unfolded proteins and
is released from IRE1, PERK, and ATF6 to permit their activa-

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

tion. Thus, this BiP-regulated activation provides a direct mech-
anism for all three UPR transducers to “sense” the stress (3).

The UPR Protects Cells Against ER Stress

For the cells, ER stress can be considered as a double-
edge sword because it can trigger both prosurvival and pro-
apoptotoc signals. In ER stress conditions, the aim of the UPR
is to reestablish normal ER function, by reducing messenger
RNA (mRNA) translation and therefore the amount of new
synthesized proteins in the ER, by increasing the proteasomal
degradation of ER localized proteins, and by increasing the
protein folding capacity of the ER. Induction of the PERK-
elF2 pathway results in general inhibition of translation.
Activated ATF6 and XBP1 bind to ERSE and UPR ele-
ments, leading to expression of ER chaperones including
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Step 1:
Physiological stage

Step 2:
Renal cell injury

Ischemia-reperfusion
ATP depletion, hypoxia, acidosis,
glucose starvation, iCa?* disturbances,
oxydative stress, cytokine (TNFc)
Tubular protein overload
Albuminuria
Podocyte injury
Excessive protein accumulation,
Ca?* disturbances (passive Heyman
nephritis), glucose and ATP depletion
Nephrotoxicants
iCa2* distt ium,
paracetamol, aristolochic acid)
Cyclophilin A inhibition (cyclosporine)

Step 3:
Sustained Injury

FIGURE 2.

Consequences of endoplasmic reticulum stress on cellular homeostasis and survival: the example of the kidney.

During unstressed conditions, binding protein (BiP) binds to the luminal domains of the three unfolded protein response (UPR)
activators, ATF6, inosito-requiring enzyme-1, and PERK, and keeps them under inactivate state. When cellular injury arises that
disturbs endoplasmic reticulum (ER) stress homeostasis (redox and pH status modifications, intracellular calcium stores distur-
bances, protein overload, glucose, and ATP depletion), misfolded proteins accumulate, leading to an ER stress. BiP preferentially
binds to accumulated proteins, and then dissociates from the UPR activators, leading to the initiation of the UPR, an evolutionary
conserved adaptive mechanism that help the cell to overwhelm misfolded proteins accumulation (see Fig. 1). Persistant cellular
injury and ER stress lead to cell dedifferentiation and altered functional properties, such as epithelial to mesenchymal-like
transition in renal epithelial cells (10). A sustained ER stress can ultimately lead to cell death.

BiP and induction of ER-associated degradation factors.
These pathways contribute to survival of cells under ER
stress conditions. However, when adaptation fails (i.e.
stress is beyond the capacity of the compensatory machin-
ery), cell triggers death programs, usually in the form of
apoptosis (Fig. 2) (5).

The UPR Can Induce Programmed Cell Death

If the overload of unfolded or misfolded proteins in the
ER is not resolved, sustained activation of the UPR leads to
programmed cell death. Many apoptotic pathways are then
activated (5).

IRE1 plays an important role in mediating apoptosis
through c-jun N-terminal kinase (JNK) and nuclear factor kB
(NF-kB) (6). IRE1 is a transmembrane kinase that share sim-
ilarities with the TNF associated receptors involved in innate
immunity and binds to tumor necrosis factor associated re-
ceptor 2 (TRAF2). TRAF2 activates kinases involved in in-
flammation such as JNK, P38 MAPK, and NFkB. JNK is
known to activate the proapoptotic protein Bim and to in-
hibit the antiapoptotic protein BCL2 (6).

Apoptosis is also induced by the cleavage of the ER
resident caspase 12. ER stress induces conformational
changes and oligomerization of proapoptotic Bak and Bax at
the ER membrane leading to the release of Ca®". Calpains are

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

activated by Ca>" in the vicinity of the ER and also by IRE1
and induce caspase 12 cleavage that activates caspase 9 and
the common effector caspase 3 (1).

Finally, CHOP, whose expression is regulated by XBP-1
and ATF4, is implicated in apoptosis during ER stress, by
regulating proapoptotic genes such as GADD34 (1).

Beyond Cell Life and Death

ER stress induces also a wide range of cellular responses
that could have biological consequences on cellular func-
tions. ER stress interferes with cellular differentiation
in various cell types, such as chondrocytes, adipocytes,
neural stem cells, myocytes, lymphocytes. For example,
E-cadherin glycosylation and its cell surface transport are
affected during ER stress (7). Given the critical role of
E-cadherin expression in the cellular membrane to main-
tain an epithelial phenotype, its disruption during ER
stress could contribute to epithelial-to-mesenchymal tran-
sition (EMT) (8). Recently, ER stress has been shown to
induce EMT in PC CI3 thyroid cells through the activation
of the transcriptional factor Snail (9). We have also shown
that cyclophylin A knockdown by siRNA is associated with
ER stress and epithelial phenotypic changes suggestive of
EMT in human renal epithelial cells (10).
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Several biological pathways are involved in cellular
phenotypic changes induced by ER stress. For example, ER
stress could induce phenotypic changes through the JNK sig-
naling pathway. JNK, which is activated during ER stress after
TRAF-2 recruitment and activation through IREI1 signaling
(6), has been recognized as an important integrator of epithe-
lial cell plasticity, cell migratory potential and disruption of
cell-cell contact during morphogenesis. Importantly, JNK
has now been implicated during renal fibrogenesis, at least in
a mouse model of unilateral ureteral obstruction (11).

Challenges that May Induce ER Stress in
Transplanted Organs

Transplanted organs are challenged by various insults
including ischemia-reperfusion, acute rejection episodes, or
calcineurin inhibitors nephrotoxicity. At the cellular level,
these insults could theoretically cause biological disturbances
of ER homeostasis, thus leading to the ER stress and the UPR.

Ischemia-Reperfusion Injury

Ischemia-reperfusion (I/R) is a major cause of tissue
injury and leads to a variety of cellular lesions including dis-
ruption of cell polarization, disassembly of actin cytoskeleton
organization, disruption of tight junctions, necrosis, and ap-
optosis. I/R alters graft survival by several mechanisms, in-
cluding delayed graft function, enhanced immunogenicity,
and healing responses. Recent evidence strongly suggests that
ischemia followed by reperfusion may initiate an ER stress
leading to cellular phenotypic alterations and death. ATP de-
ficiency induced by hypoxia and glucose deprivation during
ischemia initiates protein misfolding thereby inducing the
UPR (12). Reperfusion of the affected organ triggers oxidative
stress with subsequent alterations of redox-dependant reac-
tions, protein disulfide bond formation, and protein folding.
Moreover, oxidization of cysteins in ER-associated Ca*"
channels induces calcium depletion from the ER followed by
alteration of the activity of the intra-ER chaperones BiP and
GRP94, leading to ER stress (5, 13).

Chronic Ischemia

Transplanted organs are also subjected to chronic isch-
emia from various origin including loss of capillaries during
the extension of a fibrosis process, chronic vasoconstriction,
and arteriosclerosis. As previously mentioned, ischemia can
lead to ER stress through ATP and glucose deprivation.
Whether ER stress is involved in allograft structural alter-
ations induced by chronic ischemia remains to be establish.

Calcineurin Inhibitors

Calcineurin inhibitors, cyclosporine A (CSA) and ta-
crolimus, are the mainstay in the prevention of solid organ
rejection. However, these drugs cause perturbations of cellular
functions that may induce adverse events such as nephrotoxicity
and diabetes mellitus. Accumulating evidence support the role
of ER stress in the pathogenesis of calcineurin inhibitors side
effects (see below). Calcineurin inhibitors interfere with in-
tracellular calcium signaling that could alter ER function,
ultimately leading to ER stress. Moreover, calcineurin inhib-
itors inhibit the peptidyl prolyl isomerases cyclophilin A and
FK-Binding protein 12, involved in the folding of nascent
proteins (14, 15). By inhibiting these enzymes, CSA and ta-
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crolimus might alter protein folding, thereby leading to un-
folded protein accumulation in the ER lumen and ER stress.
In accordance with this hypothesis, we have shown that RNA
interference directed against cyclophilin A induces ER stress
in tubular epithelial cells (10).

Inflammation

Increasing evidence suggest that ER stress and inflam-
mation are closely linked. ER stress is a well-known mediator
of inflammatory process, mainly through activation of
NF-kB and JNK signaling (16). The NF-«B signaling has been
shown to be induced in a cell autonomous fashion by ER
stress, induced not only by the accumulation of viral proteins
but also by other membrane proteins (e.g. MHC class 1) (17).
Moreover, it has been recently reported that systemic inflam-
matory responses caused by lipopolysaccharide are associated
with upregulation of BiP in various organs including the lung,
liver, kidney, spleen, and heart (18). Therefore, by activating
the NF-kB signaling, ER stress could induce a proinflamma-
tory milieu, thus increasing the immunogenicity of the graft.

ER Stress in Solid Organ Transplantation:
Causes and Consequences in Specific Models

Renal Ischemia-Reperfusion

I/R is known to decrease protein synthesis. Recent stud-
ies suggest that the UPR is responsible for the inhibition of
protein synthesis that occurs in the postischemic reperfused
rat kidney. Montie et al. (19) reported that cardiac arrest-
induced ischemia and subsequent reperfusion is responsible
for the phosphorylation of e[F2« and the activation of PERK
in rat kidney, leading to the inhibition of translation process
and protein synthesis. This result suggests that renal I/R in-
duces ER stress, activates UPR, and causes damage in tubular
cells. The effect of ischemia on folding assembly processes in
the ER plays a central role in the generation of the ischemic
epithelial cell phenotype (alterations of transmembrane junc-
tional proteins, polarized transporters, and integrins) (20).
Considering that recovery from ischemic injury requires de
novo synthesis, folding, and assembly of proteins, ER chap-
erones could play a major role in the recovery process.

As UPR can result alternatively in a prosurvival or pro-
apoptotic outcome, ER stress plays a complex role in renal cell
survival. Preconditioning of renal epithelial cells with ER
stress inducers protects them against oxidative (reperfusion)
injury and cytotoxicity, suggesting a protective role of the ER
stress. ER stress preconditioning attenuates H,O,-induced
cell injury in LLC-PK1 cells by preventing an increase in in-
tracellular Ca®>* concentration, potentiating ERK activation,
and decreasing JNK activation whereas the reduction of the
key regulator of ER stress BiP with siRNA sensitizes cells (21).
Conversely, I/R can also activate renal cell death through ER
stress, and this response has been shown to be reduced by the
anti-apoptotic protein BI-1 (Bax-inhibitor 1). BI-1 is an ER-
linked protein that is upregulated during renal I/R. Bi-1~'~
mice subjected to renal I/R are sensitized to renal failure and
tubular cell apoptosis. Interestingly, BI-1 controls ER stress
pathways at multiple levels, because ATF6, phospho-JNK, and
XBP-1 are overexpressed during I/R in Bi-1 ~'~ mice (22).

I/R induces in the kidney marked changes in the ex-
pression of ER specific proteins, such as the 70 kDa heat shock
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protein (HSP70) and heme oxygenase-1 (HO-1). Another
ER-specific protein, HSP12A, also known as ORP150, is over-
expressed in tubular cells during renal I/R and has been
shown to be cytoprotective during I/R injury. HSP12A over-
expressing mice are less susceptible to acute renal failure dur-
ing I/R injury than heterozygous mice, expressing less
HSP12A, thus confirming the critical role of ER stress in renal
ischemic injury. The protective role of HSP12A during ER
stress seems to be linked to its chaperone properties, provid-
ing a more efficient protein transport during ER stress (23).

Liver Ischemia-Reperfusion

A major cause of primary graft nonfunction after liver
transplantation remains injury due to cold I/R, and recent
data suggest that ER stress is involved in the liver I/R injury. In
amice model ofliver I/R, ER stress is activated, with the IRE-1
pathway being activated on early ischemia and, in a second
phase, on early reperfusion. This activation may contribute to
the observed reperfusion-induced activation of the mitogen-
associated protein kinase (MAPK) family stress-activated
protein kinase/JNK. The stress-activated protein kinase/JNK
pathway is activated during the liver I/R injury and enhances
liver injury during liver transplantation, mainly through the
induction of hepatocyte apoptosis (24). However, whether
IREI activates JNK signaling during I/R remains to be clearly
demonstrated. The attenuation of JNK activity protects
against I/R induced hepatocyte apoptosis (25). Hepatocyte
apoptosis seems to be mediated by the mitochondrial perme-
ability transition (26). Targeting JNK signaling with chemical
inhibitors could be an exciting protective strategy in protect-
ing liver transplant viability during I/R.

In contrast, the PERK pathway, leading to inhibition of
cap-dependent translation, is mainly activated on reperfu-
sion. PERK activation is detected restrictively in sinusoidal
endothelial cells and could contribute to the exaggerated sen-
sitivity of this liver cell type to I/R injury. These results corre-
late well with the observed defect in protein secretion and
suggest that the biphasic ER stress response may influence
liver secretory functions and, as a consequence, liver trans-
plantation outcomes (27).

Apoptosis is the prominent feature of liver I/R injury
and targeting ER stress-mediated apoptosis may reduce the
deleterious consequences of I/R injury. Sodium 4 phenyl bu-
tyrate, a fatty acid that act as a chemical chaperone by reduc-
ing the load of mutant or misfolded protein, has been shown
to protect mice against warm I/R in the liver by decreasing ER
stress-mediated apoptotic signals (28).

Organ Preservation

Vascular endothelium is an important target during
reperfusion after cold storage, and the preservation of its integ-
rity isa critical factor in organ preservation for transplantation. A
detailed ultrastructural analysis of human endothelial cells
after 6 hr of hypothermic storage in organ preservation solu-
tions demonstrated cell damage including disruption of
intercellular contacts, organization of stress fibers, nucleus
condensation, and loss of mitochondrial integrity. Interest-
ingly, endoplasmic cisternae were distended, a feature
strongly suggestive of ER stress (29).

Prevention of ischemic injury is an important factor in
the success of organ transplants and it is well known that
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organs display differential susceptibility to cardiac arrest. Re-
suscitation from cardiac arrest is another important situation
in which organ sensitivity to ischemia contributes to out-
come. It has been recognized that irreversible inhibition of
protein synthesis in brain after I/R contributes to the death of
specific neuronal populations (29). Translation arrest in
reperfused brain is due to phosphorylation of elF2a by PERK,
suggesting a role for the UPR. Experimental data in mice sub-
jected to cardiac arrest followed by resuscitation suggest that
ER stress and protein translation attenuation may play a role
in differential responses of viscera to I/R. Kidney and liver
display a strong and transient ER stress, whereas heart dis-
plays a more moderated response (30). Therefore, ER stress in
organs may contribute to the pathophysiology of resuscita-
tion from cardiac arrest and during organ transplantation
procedures.

Replacement of conventional cold storage by continu-
ous hypothermic perfusion may improve retrieved organ vi-
ability. In kidney transplantation, machine perfusion has
shown clear benefits in human trials. Retrospective studies
have suggested that machine perfusion could result in a better
short-term outcome, with lower rates of delayed graft func-
tion after transplantation of kidneys from all types of de-
ceased donors. A recent well-designed human trial compared
machine perfusion or cold storage in deceased-donor kidney
transplantation and demonstrated that hypothermic ma-
chine perfusion was associated with a reduced risk of delayed
graft function and improved graft survival in the first year
after transplantation (31). In animal models, the duration of
perfusion seems important regarding the induction of ER
stress. Rat livers perfused by a roller pump with oxygenated
histidine-tryptophan-ketoglutarate solution display phos-
phorylation of PERK and activation of caspase 12, followed
by caspase 3 cleavage, suggesting an ER-associated apoptosis.
In contrast, when livers are first perfused for 2 hr and next
cold stored for 16 hr in histidine-tryptophan-ketoglutarate,
caspase 12 is no more cleaved. Moreover, this short time per-
fusion strategy protects liver against cytolysis and preserves
hepatocyte ultrastructure alterations (32). Another study
demonstrated that JNK signaling is down-regulated during
hypothermic oxygenation (33). The deleterious effect of
long-term perfusion on ER stress activation and apoptosis
induction is independent of the type of perfusate (34). The
mechanism by which long-term machine preservation acti-
vates the UPR is unknown.

Marginal and Older Allografts

Kidney allografts from extended criteria donors, also
called marginal donors, or older donors suffer from various
preexisting structural alterations that significantly alter graft
viability and survival. Preexisting transplant vasculopathy
and interstitial fibrosis secondary to advanced donor age and
cold ischemia are the two main contributors of tissue injury
that characterize extended criteria donors. Interestingly, such
grafts are exquisitely sensitive to I/R injury, and the successful
use of marginal/older donors has been associated with a sig-
nificantly increased risk of delayed graft function (35). Inter-
estingly, protein misfolding, accumulation, and aggregation
characterize many aging-related diseases including Alzhei-
mer’s disease, Parkinson’s disease, and type II diabetes. Aging
has also been shown to increase levels of abnormal proteins in
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cells (36, 37), and ER chaperones have been shown to be ox-
idized with age (38). These data suggest that age contributes
to baseline ER stress and that there is age-associated impair-
ment in protein folding in older animals. It is therefore
tempting to speculate that an increased ER stress may be in-
volved in the sensitivity of marginal grafts to I/R injury, but
objective data are lacking.

Posttransplant Diabetes Mellitus

ER stress is mechanistically implicated in the pathogen-
esis of diabetes mellitus, through the induction of 3-cell death
(39, 40). Insulin secreting cells are subjected to a high rate of
protein synthesis and are exceedingly sensitive to any distur-
bances leading to misfolded protein accumulation. PERK
gene mutations result in progressive loss of B cells in both
mice and humans (41, 42). Mice with a homozygous muta-
tion at the e[F2a phosphorylation site have a 3-cell deficiency
(43). In rodent models of diabetes caused by a nonsecreted
insulin mutant, homozygous deletion of CHOP delays the
onset of diabetes (44).

Posttransplant diabetes mellitus affects 10 to 40% of
transplanted patients and increases cardiovascular morbidity
and mortality. Calcineurin inhibitors, particularly tacroli-
mus, are well-known risk factors for the development of post-
transplant diabetes mellitus. Pathophysiology of pancreatic
B-cells injury during calcineurin inhibitor treatment is not
well understood, but evidence suggests that ER stress distur-
bance may alter cell viability. Indeed, morphologic abnor-
malities, including nuclear inclusions, cisternal dilatation of
the rough ER vacuolization, severe cytoplasmic degranula-
tion and degeneration of islet 3 cells and cell death have been
described with both calcineurin inhibitors in rodent S cells
(45). Mechanisms that have been proposed include impair-
ment of glucose-stimulated insulin secretion downstream of
the rise in intracellular Ca®" at insulin exocytosis and reduced
ATP production and glycolysis that constitute biological pro-
cesses associated with ER stress (45, 46).

ER Stress, Fibrosis, and Organ Dysfunction

The importance of ER stress in the development of
chronic renal tubulo-interstitial lesions has recently been
highlighted by the histological analyses of mutant mice that
express a mutant BiP in which the retrieval sequence of the ER
is deleted. The heterozygous transgenic mice showed acceler-
ated tubulo-interstitial lesions during aging. Furthermore,
proteinuria induced by chronic protein overload accelerated
the tubulo-interstitial lesions, accompanying caspase-12 ac-
tivation and tubular cell apoptosis. Ohse et al. (47) reported
that exposure of tubular cells to bovine serum albumin in-
duces the ER chaperones BiP and HSP12A and caspase 12,
and confirmed these results in proteinuric rats, thus suggest-
ing that tubular cells exposed to proteinuria exhibit ER stress,
which may ultimately result in tubular injury (48). These re-
sults suggest the role of ER stress in the pathophysiology of
chronic renal tubulo-interstitial injury.

Cardiac allograft vasculopathy continues to limit the
long-term success of cardiac transplantation and is responsi-
ble for ischemia of the cardiac allograft. Several recent studies
have addressed whether ER stress is activated in the myocar-
dium by ischemia or I/R (reviewed in [49]). Numerous ER
stress response genes are induced within 24 hr of in vivo myo-
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cardial infarction in mouse hearts (50), and several markers
of ER stress are increased in mouse hearts subjected to ex vivo
I/R, as well as in surviving cardiac myocytes bordering the
infarct zone in a mouse model of in vivo myocardial infarction
(51). Several studies have correlated ER stress with myocardial
damage. For example, the ER stress response is activated in the
hearts of transgenic mice that overexpress monocyte chemoat-
tractant protein-1 and develop heart failure (52), suggesting
that the ER stress-induced apoptosis contributes to the loss of
myocardium associated with failure in this model. In a recent
review, which highlighted the consequences of ER stress in
the cardiovascular context, Glembotski suggested that mild
or brief episodes of ischemia favor activation of prosurvival
aspects of ER stress, whereas severe or long episodes lead to
eventual activation of proapoptotic aspects (49). Moreover, it
was suggested that the time to transition between prosurvival
and proapoptotic aspects of ischemia-activated ER stress can
be influenced by other factors, including the presence of ad-
ditional ER stresses, or existent cardiac pathologies, both of
which might decrease the time to transition. Considering that
the heart allograft is likely to be injured by several ER stresses
including I/R, chronic ischemia, and inflammation, these
data should stimulate further studies of ER stress in the con-
text of heart transplantation.

In liver transplantation, while in the early days after
liver transplantation common causes of graft loss include I/R
injury, technical complications, and recipient diseases, thereaf-
ter, the most common causes of late liver allograft dysfunction,
include late-onset acute and chronic rejection, recurrent, and
new-onset viral and autoimmune hepatitis, biliary strictures,
and recurrent primary biliary cirrhosis and primary sclerosing
cholangitis. A common finding is the progressive accumulation
of fibrillar extracellular matrix in the liver as a consequence of
reiterated liver graft tissue damage due to infective, toxic, met-
abolic, or autoimmune causes and the relative chronic acti-
vation of the wound healing reaction. Distinct patterns of
fibrotic lesions are described depending of the primary cause
of liver fibrosis. These complex patterns of fibrosis differ from
the monolithic pattern of interstitial renal fibrosis, but com-
mon biological pathways leading to extracellular matrix
accumulation are involved. The main profibrogenic mecha-
nisms involved in chronic liver diseases are the chronic acti-
vation of the wound-healing reaction, the EMT, and the
oxidative stress (53). Interestingly, these mechanisms, which
are also implicated in renal fibrosis, involve biological process
such as NF-«B signaling, intracellular calcium disturbances,
redox perturbations, proinflammatory cytokines secretion,
or epithelial phenotypic changes (53). Though ER stress and
the UPR have been shown to be involved in all these bio-
logical processes in various models, to our knowledge, no
studies specifically focused on ER stress in chronic liver
graft dysfunction.

Islet Transplantation and ER Stress

Suprisingly, few studies evaluated the implication of ER
stress in islet transplantation. Isolated human pancreatic is-
lets are susceptible to many insults that occur during donor-
brain death, organ preservation, and islet isolation resulting
in ischemic, mechanical, osmotic, and oxidative stress for
islets. The islet grafts are further exposed to a local inflamma-
tory and hypoxic microenvironment in the early stage post-
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transplant (54). Most of these extracellular insults can result
in ER stress. Considering that 3 cells are sensitive to ER stress
(39, 40), ER stress might play an important role in (-cell
death during islet isolation. In accordance with this hypoth-
esis, Contreras et al. (55) demonstrated a cleavage of caspase
12 in isolated islets that could reflect ER stress-induced apo-
ptosis. Interestingly, diabetic mice transplanted with the in-
sulinoma cell line NIT-1 overexpressing the master regulator
of ER stess BiP (NIT-GRP78) lived much longer than mice
transplanted with NIT-1 cells, which was due apparently to
prolonged insulin production by the transplanted NIT-
GRP78 cells. Laybutt et al. (56) found that attenuation of ER
stress by overproduction of GRP78 in a 3-cell line, protected
the cells significantly from lipid-induced apoptosis.

CSA Nephrotoxicity

ER stress has been described as a mediator of tubular
cell death in response to various nephrotoxicants including
paracetamol, cisplatin, cadmium and heavy metals, aristolo-
chic acid, and CsA (reviewed in [57]). CsA has been shown to
induce ER stress. Justo et al. (58) reported that tubular cell
apoptosis induced by CsA is associated with induction of
CHOP. Evaluating the transcriptomic response of tubular
cells to CsA, we previously suggested the implication of ER
stress (59). The induction of ER stress by CsA was reinforced
by the finding that CsA exposure in vivo results in the upregu-
lation of the ER stress marker BiP mRNA in renal allograft
biopsies (59). In a rat model of CsA nephrotoxicity, Han et al.
(60) reported that a short-term treatment of CsA for 7 days
activated the UPR, exemplified by the induction of BiP, and a
proapoptotic response characterized by the upregulation of
caspase 12 and CHOP. However, long-term treatment with
CsA for 28 days decreased BiP and further increased CHOP.
At this time, CsA is responsible for an extensive interstitial
fibrosis, suggesting that BiP upregulation during CsA treat-
ment serves as a protective process. The downregulation of
BiP expression after a long-term treatment is then considered
as a failure of cytoprotection. We recently demonstrated that
ER stress can directly mediate CsA nephrotoxicity. Indeed,
CsA and other ER stress inducers are responsible for epithelial
phenotypic changes leading to the generation of protomyofi-
broblasts, independently of TGE-f3 signaling. RNA interfer-
ence directed against cyclophilin A supported the role of its
inhibition in triggering ER stress and epithelial phenotypic
changes induced by CsA. Finally, Salubrinal, a selective inhib-
itor of elF2a dephosphorylation known to protect cells from
ER stress, significantly reduced epithelial phenotypic changes
and cytotoxicity induced by CsA in vitro and in vivo. These
data highlight the role of ER stress during CsA nephrotoxicity
in mediating cell death and also as a mediator of EMT in
tubular cells (10).

Conclusion and Perspectives

In recent years, ER stress has been identified as an en-
dogenous source of cellular stress and is now the focus of
intensive investigation. If little is known regarding the effect
of ER stress on transplant outcome, accumulating evidence
suggest its implication in many processes associated with
transplant pathophysiology (e.g., ischemia, I/R injury, organ
preservation, calcineurin-inhibitor nephrotoxicity, and in-
flammation). As previously mentioned, ER stress can trigger
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both prosurvival and proapoptotoc signals. In organ transplan-
tation, it could be considered as a potent adaptive mechanism
allowing for organ to recover in the early stage posttransplanta-
tion, a characteristic that has been developed in the context of ER
stress preconditioning. On the other hand, the detection of ER
stress may represent a sign of sustained injury that could
ultimately lead to organ dysfunction. By inducing cellular
phenotypic changes such as dedifferentiation and EMT and
programmed cell death in response to these pathophysiolog-
ical insults, ER stress could also be considered as a relevant
actor in the process leading to the progressive scaring of the
allograft. To increase our understanding of the mechanisms
by which ER stress can contribute to tissue recovery or injury,
cell death, and organ dysfunction, extensive mechanistic
studies will be required.

The study of ER stress in transplanted organs could
have diagnostic and therapeutic implications. First, the early
detection of ER stress markers such as BiP or CHOP in trans-
plant biopsies could serve as a surrogate marker of early
pathological process that could preclude histologic lesions
(e.g., tubular necrosis, EMT, or fibrosis). For example, the ER
stress marker BiP can be detected at 3 months posttransplan-
tation in 56 protocol biopsies of stable renal allografts (Fig. 3),
suggesting an early phase of ER stress. Interestingly, we found
a statistically significant association between BiP expression
and scores of interstitial fibrosis and tubular atrophy at 3
months posttransplantation (personal data). Thus, these re-
sults encourage further studies to delineate a prognostic role
for early ER stress detection in renal allografts.

The other challenge is to evaluate the renoprotective
potential of agents or interventions that can modulate ER
stress. Several chemical compounds have recently emerged as
potential ER stress modulators. The chemical chaperone
4-phenylbutyrate that stabilizes protein conformation and
improves the folding capacity of the ER has been shown to
reduce in vivo the deleterious impact of ER stress (61). An
inhibitor of advanced glycation end products, TM2002, has
been shown to reduce ER stress-triggered cell death in vitro
and to reduce I/R injury in vivo in the kidney (62). The JNK
signaling, a critical pathway involved in ER stress-induced
apoptosis, could be targeted by novel JNK inhibitors (11). We
reported that the e][F2a dephosphorylation inhibitor salubrinal
that alleviates cells from the cytotoxic consequences of ER stress
significantly attenuates in vivo CsA nephrotoxicity (10).

As ER stress activates an adaptive response to injury,
modulating ER stress before transplantation could improve
the grafted organ viability. In this regard, improving the abil-
ity of these grafted organs to tolerate ischemic injury would
have important implications. For example, ischemic precon-
ditioning has been shown to improve kidney (63), heart (64),
and liver (65) ischemia/reperfusion-induced functional in-
jury in various experimental models. Ischemic precondition-
ing consists in transient ischemic episodes induced by brief
vascular occlusion followed by reperfusion. Various protec-
tive mechanisms have been suggested, including the induc-
tion of chaperones (i.e., HSP25 and HSP70) or antioxydant
enzymes. Taking into account the major role of ischemia in
inducing ER stress, it is tempting to speculate that ischemic
preconditioning activates the UPR, particularly the adaptive
and prosurvival aspects of ER stress. This hypothesis has been
demonstrated in nontransplant models. For example, the in-
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FIGURE 3. Expression of the endoplasmic reticulum
stress marker binding protein (BiP) in renal allografts. BiP
tubular expression was studied by immunohistochemistry
using rabbit anti-human BiP polyclonal antibody (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) in normal kidney (&)
and protocol biopsies of renal allografts performed 3
months after transplantation. Whereas BiP was virtually ab-
sent from normal kidney (A, magnification X20), positive
staining for BiP is found in tubules from biopsies performed
at 3 months posttransplantation (B, magnification X20).
Expression of BiP is predominantly perinuclear (arrows),
suggesting an endoplasmic reticulum localization (C,
magnification X40).

duction of BiP by ischemic preconditioning reduces the del-
eterious consequences (e.g., phosphorylation of elF2alpha
and PERK) of ER stress and prevents delayed neuronal cell
death in the rat (66). Specific inducers of ER stress (e.g., tu-
nicamycin or thapsigargin) have also been used to provide an
ER stress preconditioning. A recent study demonstrated that
mice receiving tunicamycin or thapsigargin are protected
against renal I/R injury (67). It has also been shown that after
prolonged ATP depletion or oxidative stress, which were used
to simulate cardiac ischemia and reperfusion injury, respec-
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tively, the release of lactate dehydrogenase from tunicamycin-
pretreated cardiomyocytes was significantly lower than from
non-pretreated cardiomycocytes, suggesting that prein-
duced ER stress may protect cardiomyocytes from lethal
injury (68). Moreover, as mentioned earlier, ER stress precon-
ditioning has also been shown to protect renal epithelial cells
form oxidative injury (21I). These different strategies provide an
exiting framework for further nephroprotective therapies.
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L’objectif de ce travail a été de caractériser le role de deux processus d’adaptation au
stress, la réponse UPR et I'autophagie, dans la réponse tubulaire rénale aux stress
ischémiques et cytokiniques. Nous avons montré que 1’activation de la réponse UPR, lors
d’un stress carentiel, peut avoir des conséquences complexes. Elle module une réponse
angiogénique et, en parallele, génere un microenvironnement immunogene en lien avec la
sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires. Les conséquences
spécifiques de D’activation de la réponse UPR en réponse a un stress carentiel sur le
remodelage tissulaire restent néanmoins a déterminer dans un modele animal d’ischémie
rénale. De plus, le stress immunologique, caractérisé par I'IFNYy et rencontré dans des
situations de rejets aigus ou d’infection a BK virus, active 1’autophagie dans les cellules
tubulaires rénales a la suite d’une déplétion en tryptophane. L’autophagie induite par
I’IFNYy réduit la production de médiateurs de I’inflammation et pourrait donc avoir une
fonction de limitation de 1’amplitude de la réponse immune.

Ces travaux réalisés sur des modeles in vitro ne représentent qu’une étape initiale dans
la caractérisation de ces mécanismes. En effet, le modele cellulaire que nous avons choisi
ne traduit pas le comportement réel de ces mémes cellules dans un organe entier au sein
d’un organisme. Il convient donc de valider les résultats obtenus in vitro en réalisant ces
mémes études, in vivo, chez 1’animal présentant un géne déficient pour 1’une des voies de
la réponse UPR. Nos résultats suggerent également I’existence d’un lien entre le stress du
RE et I'inflammation rénale lors d’une ischémie froide chez le rat. Ils doivent néanmoins
étre interprétés dans un contexte d’ischémie aigué « simple » car ils ne refletent pas les
conséquences du phénomene d’ischémie-reperfusion puisque nous n’avons pas analysé le

stress du RE et la réponse inflammatoire apres la reperfusion.

Réponse UPR et inflammation. Nous avons établi pour la premiere fois, un lien entre la
carence en glucose, l'activation de la voie UPR et la génération d’une réponse
inflammatoire par les cellules tubulaires rénales. Néanmoins, chaque voie de la réponse
UPR contribue de maniere différente a 1’inflammation. La voie PERK ne semble pas
nécessaire a ’activation de 'inflammation mais elle amplifie la réponse inflammatoire
tubulaire lorsqu’elle est sélectivement induite par le salubrinal, un inhibiteur de la
déphosphorylation du facteur e[F2a. La voie IREla, quant a elle, intervient en partie dans
I’activation de la réponse inflammatoire et implique la voie NF-kB. Ceci peut s’expliquer

par le fait que les voies PERK et IREla activent le facteur NF-kB en réponse a un stress

70



du RE selon un mécanisme différent. La premicre entraine une diminution de la synthese
globale des protéines et notamment de IkB, I’inhibiteur de NF-xB (Deng et al., 2004). Ce
dernier est libéré et peut migrer dans le noyau afin d’activer la transcription de médiateurs
de I'inflammation. La phosphorylation de IREla lors d’un stress du RE permet sa liaison
avec TRAF?2 puis le recrutement de 1’'IkB kinase qui phosphoryle IkB ce qui conduit a sa
dégradation et a la translocation de NF-kB dans le noyau (Kaneko et al., 2003). Les
données que nous avons obtenues sont a prendre en considération car PERK et IRE1 sont
induits de maniere différente dépendant du type cellulaire, de la nature, de I’intensité et de
la durée des stimuli. La caractérisation de 1’implication respective de ces voies dans
I’inflammation tubulaire lors d’un stress ischémique permettrait de mieux comprendre le
lien existant entre les 1€sions ischémiques et ’activation de I’immunité innée.

L’expression de NF-kB et des cytokines observée dans notre étude décrit un profil
biphasique en réponse a un stress métabolique suggérant que le stress du RE pourrait
induire I’expression de molécules pro-inflammatoires suite a 1’activation transitoire de NF-
kB lors de la phase précoce puis réduire cette expression au cours de la phase tardive. La
protéine C/EBPf, un facteur transcriptionnel dont I’expression est augmentée en réponse a
un stress du RE, interagit avec NF-kB et I’inhibe lors d’un stress du RE (Hayakawa et al.,
2010). Nous avons observé une augmentation de 1’expression de C/EBPf au cours de la
carence en glucose, ce qui suggere que le stress du RE est impliqué non seulement dans
I’initiation de I’inflammation rénale mais également dans son atténuation. De plus, le profil
d’expression de RANTES au cours de la carence en glucose differe de celui des autres
cytokines. L’expression de RANTES est, elle aussi, biphasique mais elle persiste au-dela
de 12h de stress, temps auquel ’expression des autres cytokines est déja diminuée. La
signification fonctionnelle de ces résultats sur I’accumulation des cellules T reste
cependant a déterminer. L’activité chimiotactique connue de RANTES sur les lymphocytes
T, les cellules dendritiques et les cellules NK vers un site inflammatoire laisse supposer
que RANTES peut avoir des effets déléteres via le recrutement de cellules immunes, ce qui
contribue a la persistance du processus inflammatoire et favorise 1’alloimmunité lors de
I’ischémie.

Réponse UPR et angiogenése. L’ischémie rénale, caractérisée par une hypoxie et une
carence nutritionnelle, est responsable de [’activation d’une réponse angiogénique
permettant de maintenir la perfusion sanguine et de satisfaire les demandes énergétiques.

Nous avons montré que la privation en glucose active une réponse angiogénique
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indépendamment de la voie HIF-1a. Ce stress carentiel entraine la production de facteurs
angiogéniques, VEGFA, bFGF et ANG par I'intermédiaire de la voie UPR. Le mode de
régulation de I’expression de VEGFA via la réponse UPR differe selon le type cellulaire.
Dans notre modele de cellules tubulaires rénales humaines, I’expression de VEGFA ne
dépend que de la kinase PERK. L’activation prolongée de cette voie par le salubrinal, qui
inhibe la déphosphorylation du facteur elF2a, augmente 1’expression de VEGFA,
suggérant que PERK pourrait représenter une cible thérapeutique potentielle permettant
d’amplifier la production de VEGFA. Le facteur bFGF est lui aussi régulé par PERK.
L’inhibition de PERK réduit la sécrétion de la protéine bFEGF et le salubrinal augmente sa
sécrétion sans modifier 1’expression de ses transcrits, suggérant que la réponse UPR induit
la sécrétion de bFGF indépendamment de 1’activité transcriptionnelle. bFGF pourrait donc
étre sécrété par une voie non conventionnelle n’impliquant pas le réseau RE-Golgi mais
pouvant faire intervenir les protéines GRASPs (Golgi Reassembly Stacking Proteins) (Gee
et al., 2011) ou I’autophagie par exemple. Nous avons également montré que 1’expression
de ANG est régulée par la réponse UPR et plus particulierement par les protéines PERK et
IREla lors d’une carence en glucose. Son expression est augmentée lorsque la voie
PERK/elF2a est inhibée et diminuée lorsque /IRE] est inhibée. En plus de son action sur la
vasculogenese rénale (Nakamura et al., 2006), I’ANG est un inhibiteur de la traduction
induit en réponse a un stress. L”’ANG grice a son activité ribonucléase génere des tiRNAs
(tRNA-derived stress-induced RNAs) par clivage des ARN de transfert (ARNt) (Yamasaki
et al., 2009). Les tiRNA participent au déplacement des facteurs d’initiation elF4 se fixant
normalement sur les ARNm ce qui inhibe la traduction protéique et induit la formation de
granules de stress cytoplasmiques (Ivanov et al., 2011). Ces résultats suggerent qu’en plus
de D'activation de PERK et de la phosphorylation de elF2a, la réponse UPR pourrait
diminuer la traduction globale des protéines par la voie de I’ANG. Les hypotheses
concernant la sécrétion non conventionnelle de bFGF et la voie alternative par laquelle la
réponse UPR inhiberait la syntheése protéique en réponse a un stress pourront faire 1’objet
de nouvelles études afin de les valider.

GRP78 : potentiel biomarqueur. De nombreuses études ont établi une corrélation entre
I’expression de la protéine chaperonne GRP78, marqueur central du stress du RE, et un
grade pathologique élevé, une récidive ou une faible survie des patients dans les cancers du
sein, du foie, de la prostate, du colon, de I’estomac et du rein, conférant a ce marqueur un

role pronostique (Lee, 2007, Kuroda et al., 2011). Dans une étude réalisée a partir de
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biopsies de patients atteints d’une maladie rénale associée a UMOD, nous avons montré un
lien entre I’accumulation d’uromoduline mutée dans les cellules tubulaires épithéliales et la
surexpression de GRP78 suggérant que cette accumulation induit un stress du RE et que ce
dernier est probablement impliqué dans la progression des maladies rénales associées a la
mutation de UMOD. GRP78 pourrait donc représenter un biomarqueur potentiellement
utilisable pour I’évaluation de 1’agressivité d’une pathologie, pour le pronostic de récidives
dans le cas du cancer ainsi que pour la prise en charge thérapeutique des patients. En effet,
dans des études précliniques effectuées sur des cellules du cancer du sein positives au
récepteur a I’cestrogene, la protéine GRP78 confere une résistance des cellules a I’apoptose
induite par la carence en cestrogenes via la suppression de 1’activité de BIK, une protéine
pro-apoptotique (Fu et al., 2007). Cela laisse supposer que le niveau d’expression de
GRP78 dans les cellules tumorales peut servir de marqueur pronostique de la réponse au
traitement.

La réponse UPR : cible thérapeutique. Le stress du RE et les acteurs de la voie UPR ne
sont pas seulement de potentiels biomarqueurs pronostiques ou diagnostiques en
pathologie, ils peuvent également €tre des cibles thérapeutiques. Plusieurs molécules sont
connues pour agir sur les voies de la réponse UPR mais aucune n’est utilisée en clinique.
Le salubrinal, un inhibiteur sélectif de la déphosphorylation de elF2a, a fait I’objet de
plusieurs études expérimentales dans lesquelles son role protecteur vis-a-vis de la mort par
inhibition de la voie apoptotique induite par le stress du RE a été mis en évidence (Boyce
et al., 2005). Plus récemment, il a été montré que le salubrinal protege les cellules
tubulaires rénales, exposées au cadmium, de 1’apoptose en inhibant la phosphorylation de
deux MAP kinases, JNK et p38 (Komoike et al., 2012). D’autres méthodes exploitent la
technique du préconditionnement, c’est-a-dire que les animaux ou les cellules en culture
sont soumis a un stress du RE de faible intensité avant d’étre exposés a un traitement
induisant un stress du RE intense impliqué dans la survenue de pathologie. Le 4-
phénylbutyrate (4-PBA), une chaperonne chimique, est utilisée pour réduire le stress du
RE en assurant une conformation correcte des protéines. Un préconditionnement des
cellules tubulaires rénales par le 4-PBA diminue 1’apoptose induite par un stress du RE
(Zhu et al., 2012). Dans un modele expérimental de néphrite de Heymann chez le rat, le
préconditionnement des animaux avec une dose subnéphritogénique de tunicamycine (dose
qui n’induit pas de protéinurie) atténue la protéinurie observée au cours de cette pathologie

(Cybulsky, 2010). De plus, les cellules mésangiales rénales soumises a un
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préconditionnement par la tunicamycine ou la thapsigargine, inducteur du stress du RE par
inhibition spécifique des ATPases-Ca* SERCA, acquierent une anergie vis-a-vis de
stimuli inflammatoires. Le stress modéré du RE, induit au moment du préconditionnement,
active le facteur A20, un inhibiteur de NF-kB (Figure 9), ce qui empéche la production de
MCP-1 lors d’une stimulation par le TNF-a ou I’'IL-1f (Hayakawa et al., 2009, Hasnain et
al., 2012). De la méme facon, le stress du RE peut activer un autre inhibiteur de NF-xB,
C/EBPp, via les voies PERK et IRE1, et ainsi inhiber la translocation de NF-kB en réponse
a ces mé€mes stimuli inflammatoires (Hayakawa et al., 2010). Enfin, le préconditionnement
ischémique réalisé par une répétition de cycles courts d’ischémie et de reperfusion permet
de réduire le stress du RE au sein des reins de rats exposés a un phénomene d’ischémie-
reperfusion long (Mahfoudh-Boussaid et al., 2012). Ces différents types de
préconditionnement permettent de sensibiliser les cellules a de futures agressions intenses
et déléteres, et de réduire les dommages cellulaires et tissulaires causés par ces stress.
L’étude du rdle du stress du RE et de la réponse UPR en pathologie rénale est donc

nécessaire pour la découverte de nouvelles pistes thérapeutiques.

Nous avons montré que I’autophagie induite par 'IFNy dans les cellules épithéliales
tubulaires rénales limite la production de médiateurs pro-inflammatoires et
immunostimulants. Le processus autophagique est stimulé en réponse a la phosphorylation
activatrice de la kinase GCN2, elle-méme activée par la déplétion en tryptophane suite a
I’induction de I’'indoléamine 2,3-dioxygénase par I'IFNy.

Détection de [’autophagie. Ces travaux réalisés sur un modele in vitro de culture
primaire de cellules épithéliales tubulaires proximales rénales présentent les mémes limites
que celles énoncées précédemment pour 1’étude du stress du RE. Pour mieux comprendre
le lien existant entre I'IFNYy et 1’autophagie, il serait donc intéressant de compléter ces
études in vitro par I'utilisation d’un modele in vivo de 1€sions inflammatoires rénales
caractéristiques d’un rejet aigu du greffon, médiées par I'IFNvy, dans lequel 1’autophagie
serait déficiente. Cependant, I’étude du flux autophagique in vivo est difficile car les
méthodes utilisées sur des cultures cellulaires ne sont pas toujours adaptables aux animaux.
Les obstacles majeurs des analyses in vivo de ce flux sont 1’identification des substrats
spécifiques de I’autophagie et la capacité a inhiber la dégradation lysosomale a I’aide de la
bafilomycine A, par exemple. En effet, pour pouvoir utiliser la protéine LC3-II comme

biomarqueur du flux autophagique, il est indispensable d’inhiber la dégradation
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lysosomale. Les molécules utilisées lors de cette étape peuvent étre toxiques, il faut donc
avoir les moyens d’évaluer cette toxicité pour interpréter les résultats. En plus de la toxicité
de ces molécules chimiques, il est important de surveiller I’apport alimentaire en mesurant
le poids des animaux. Une carence alimentaire peut entrainer une perte de poids
considérable et est un puissant activateur de 1’autophagie. Une autre limite majeure de
I’analyse de 1’autophagie in vivo est la variabilité entre les animaux. Ces derniers ne vont
pas toujours activer 1’autophagie en méme temps, ce qui oblige les manipulateurs a répéter
les expérimentations plusieurs fois et a inclure plusieurs animaux dans chaque
expérimentation. Bien que les techniques d’analyse de I’autophagie in vivo ne soient pas
aussi bien établies que pour les cellules en culture, il est quand méme possible de suivre
son flux en étudiant I’expression de la protéine LC3 couplée a la protéine fluorescente
verte (GFP) par microscopie électronique ou d’évaluer ’expression de p62 par western
blot ou par immunohistochimie (Klionsky, 2012). Dans les tissus humains, le processus
autophagique est peu étudié car la microscopie électronique a transmission, méthode
standard utilisée pour identifier 1’accumulation d’autophagosomes, est un procédé
laborieux et les images obtenues sont parfois difficiles a interpréter. Toutefois, des
techniques immunohistochimiques permettant de détecter la forme LC3-II dans des
échantillons de tissus tumoraux humains de xénogreffes se développent et pourront
améliorer I’évaluation de I’autophagie dans les études de développement de molécules
anticancéreuses ciblant le processus autophagique (Holt et al., 2011, Ladoire et al., 2012).
Mécanismes d’activation de 1’autophagie par I’IFNy. Nous avons mis en évidence
I’implication de la voie GCN2 dans le contrdle de I’autophagie dans les cellules tubulaires
rénales. Il est néanmoins possible que d’autres mécanismes soient mis en jeu dans cette
régulation. Chez la souris, la protéine Irgm1 (Immunity-related GTPase family M member
1) est essentielle a 1’activation de I’autophagie induite par 'IFNy (Singh et al., 2000).
Cependant, IRGM, I’orthologue humain de Irgml, n’est pas induite par I'IFNy suggérant
que d’autres acteurs sont impliqués dans 1’activation de 1’autophagie par I'IFNvy. Une étude
récente montre que I’IFNy induit [’autophagie indépendamment de Irgml mais
impliquerait la voie JAK1/2 et la voie p38-MAPK sans faire intervenir STATI,
habituellement phosphorylée par JAK1 et JAK2 (Matsuzawa et al., 2012). La voie elF2a
est également impliquée dans la régulation de 1’autophagie. Le facteur d’initiation de la

traduction elF2a est inhibé secondairement a la phosphorylation de la Sérine 51 par les

protéines kinases elF2a que sont GCN2, PERK, PKR et HRI, ce qui induit la transcription
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sélective des genes LC3 et Arg5 (Rouschop et al., 2010). GCN2 peut étre activée, comme
nous I’avons montré, par I'I[FNy, la kinase PERK est activée lors d’un stress du RE
pouvant étre induit par 'IFNy (Lin et al., 2007) et PKR par I'IFNYy lors d’une infection
virale. Ces situations de stress peuvent survenir au sein du greffon rénal et les kinases
PERK et PKR, en plus de GCN2, pourraient initier 1’autophagie dans les cellules 1ésées de
I’organe transplanté (Talloczy et al., 2002). Dans notre travail, la voie MTOR ne semble
pas impliquée dans la régulation de 1’autophagie induite par I'IFNy, suggérant que la
déplétion en tryptophane n’interfere pas avec MTOR et que GCN2 et MTOR ont une
sensibilité et une spécificité différentes vis-a-vis des acides aminés présents dans
I’environnement. Lors de la transplantation, le rein est soumis a d’autres agressions
pouvant inhiber MTOR et donc contribuer a I’activation de 1’autophagie.

Autophagie et immunité. Les effecteurs de la réponse immune sont des agresseurs du
parenchyme rénal et participent au développement de la NCT, notamment en contribuant
au processus de fibrose. Au cours d’un rejet aigu, les cellules de I'immunité vont sécréter
des cytokines comme I'IFNYy qui va agir sur I’épithélium rénal, notamment en activant
I’autophagie. L’autophagie induite par I'IFNy dans les cellules épithéliales tubulaires
proximales rénales régule la réponse immune de deux manieres opposées. La premiere
serait en faveur de I’activation de la réponse immune adaptative. En effet, I'IFNYy entraine
une colocalisation de la protéine LC3 et de la molécule HLA-DM, suggérant que les
autophagosomes peuvent fusionner avec les compartiments chargés en molécules du CMH
de classe II et, par extension, participer a la présentation de 1’antigene dans les cellules
épithéliales. Le second effet limiterait 1’induction de I’immunité innée et adaptative. En
effet, ’autophagie induite par I'I[FNy réduit la sécrétion de facteurs inflammatoires et
immunostimulants car une inhibition de Beclin-I par ARN interférence favorise la
production de ces médiateurs. Nos résultats suggerent donc que 1’autophagie induite par
I’'IFNYy joue un role anti-inflammatoire. Dans le cadre de la transplantation rénale,
I’activation de la réponse immune est délétere pour le greffon. La contribution de
I’autophagie dans chacune de ces réponses, a savoir la présentation antigénique et la
réponse inflammatoire, reste encore a déterminer dans les cellules épithéliales rénales afin
de connaitre le réel impact de 1’autophagie sur la survie du greffon.

Autophagie et inflammation : p62 et NF-kB. L.’autophagie pourrait inhiber la réaction
inflammatoire en dégradant p62, une protéine ciblée par 1’autophagie dans des conditions

de stress (White, 2012). Lorsque le processus autophagique est inhibé, p62 s’accumule
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dans le cytoplasme et entraine 1’accumulation de mitochondries endommagées, 1’activation
d’un stress oxydant ainsi que I’induction de réponses secondaires aux dommages a I’ADN.
p62 peut également activer le facteur de transcription NF-xB en interagissant avec TRAF6
dans des cellules tumorales (Mathew et al., 2009). Si I’autophagie est défectueuse, p62 ne
sera plus dégradée et pourra induire NF-xB puis la transcription de genes impliqués dans
I’inflammation. L’autophagie permet donc d’éviter I’accumulation de p62 et d’inhiber
I’activation inappropriée de NF-«kB et par conséquent, de réduire la sécrétion de cytokines
inflammatoires. Ces travaux, effectués sur une lignée immortalisée, corroborent nos
résultats qui montrent qu’une altération de I’autophagie entraine, en réponse a I’'IFNYy, une
sécrétion de cytokines plus élevée que lorsque 1’autophagie n’est pas inhibée. Cela suggere
que la dégradation de p62 par I’autophagie, elle-méme induite par I'IFNvy, peut bloquer la
voie NF-kB et réduire la sécrétion de cytokines. A 1’inverse, quand Beclin-1 est inhibée,
NF-«B peut étre activé et la sécrétion de cytokines augmentée.

Autophagie et inflammation : inflammasome. L’ autophagie pourrait également limiter
la réaction inflammatoire en inhibant I’inflammasome. L’inflammasome est un complexe
multiprotéique constitué d’un ou plusieurs récepteurs Nod-like (NLRs) qui sont activés par
un stress ou suite a une infection cellulaire. Les NLRs entraine 1’activation de la caspase-1
et la maturation de I'IL-1[ et de I’IL-18 initiant ainsi I'immunité innée. L activation des
inflammasomes AIM2 et NLRP3 par un stress inflammatoire induit 1’autophagie dans une
lignée de monocytes humains. Il a ét€ montré que 1’inhibition de I’autophagie augmente la
production d’IL-1f et que I’inflammasome peut recruter p62 qui est reconnue par les
autophagosomes, suggérant que I’induction simultanée du processus autophagique et de
I’inflammasome permet de limiter I’activité de 1’inflammasome par séquestration de celui-
ci par les autophagosomes (Shi et al., 2012). Nos résultats montrent que I'IFNy induit
I’autophagie et la protéine PKR peut étre activée par I'IFNy (Sharma et al., 2011). PKR, en
interagissant avec les composants de 1’inflammasome, intervient dans I’activation de la
caspase-1 et le clivage de la pro-IL-1f en IL-1f et représente un médiateur de la
stimulation de 1’inflammasome (Lu et al., 2012). L’IFNYy pourrait donc, a la fois, activer
I’autophagie et I’inflammasome. Nos résultats mettant en évidence une augmentation de
I’expression des médiateurs inflammatoires lorsque Beclin-1 est inhibée par ARN
interférence semblent concordés avec ceux des études précédentes. L’inflammasome,
pouvant étre formé en situation de stress dans les cellules épithéliales tubulaires rénales

(Shigeoka et al., 2010), pourrait donc étre éliminé par 1’autophagie induite par I’'IFNYy, ce
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qui bloquerait la sécrétion de I’IL-1f3 et de I’'IL-18 et inhiberait ’initiation de la réponse
immune innée.

Autophagie et inflammation : sécrétion non conventionnelle de cytokines. Des études
récentes indiquent que 1’autophagie n’aurait pas seulement un réle anti-inflammatoire mais
pourrait également étre une voie de sécrétion non conventionnelle de molécules, telles que
des cytokines, et les redirigerait dans le milieu extracellulaire (Duran et al., 2010,
Manjithaya et al., 2010, Michaud et al., 2011, Dupont et al., 2011). L’activation de
I’autophagie peut, par exemple, augmenter la sécrétion de I’IL-1f dans les macrophages
murins grace a la coopération de GRASPS55 et Rab8a, une GTPase contrdlant I’exocytose
(Dupont et al., 2011). Elle peut également participer a la sécrétion de Abcl, homologue de
AbcA chez la levure et protéine tres conservée au cours de 1’évolution. Les étapes tardives
de l’autophagie comme la fusion des autophagosomes avec les endosomes ou les
lysosomes ne semblent pas intervenir dans la sécrétion de Abcl (Duran et al., 2010,
Manjithaya et al., 2010). L’autophagie est également responsable de la libération
immunogene d’ATP des cellules mourantes dans le milieu extracellulaire, ce qui entraine
I’activation des récepteurs purinergiques P2RX7 et favorise la production d’IL-1f par les
cellules dendritiques (Michaud et al., 2011). Nos résultats indiquent, au contraire, que
I’autophagie régule négativement la sécrétion de cytokines inflammatoires en réponse a
I’IFNYy ce qui corrobore les études précédentes démontrant que 1’autophagie diminue la
production d’IL-1f par un mécanisme pouvant impliquer la destruction de I’inflammasome
ou I’élimination des mitochondries altérées (Nakahira et al., 2011, Shi et al., 2012). En
effet, la déplétion des protéines autophagiques, notamment de LC3B et Beclin-1, active la
caspase-1 et favorise l’accumulation de mitochondries altérées en réponse au LPS
(Lipopolysaccharide) et a I’ATP, ce qui conduit a la libération d’ADN mitochondrial
(ADNmt) dans le cytosol. L’ADNmt contribue a la sécrétion de I'IL-1p et de 1’TL-18. Ceci
suggere que les protéines autophagiques régulent I’inflammasome en préservant I’intégrité
mitochondriale (Nakahira et al., 2011).

Autophagie, réponse immune, déplétion en tryptophane et kynurénines. Enfin, nos
résultats mettent en évidence le role de la déplétion en tryptophane dans la régulation des
fonctions immunes. L’induction de 1’enzyme indoléamine 2,3-dioxygénase, IDO, par
I’IFNYy active le métabolisme du tryptophane et la production de ses métabolites, les
kynurénines. La déplétion en tryptophane est tolérogénique car elle inhibe la prolifération

des lymphocytes T helper et favorise 1’amplification des lymphocytes T régulateurs
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(LTreg). Elle peut activer GCN2 dans les lymphocytes T entrainant ainsi ’arrét de la
prolifération, 1’anergie et la production des LTreg (Munn et al., 2005, Fallarino et al.,
2006). L’autophagie induite par la déplétion en tryptophane pourrait participer a la
régulation des fonctions immunes car les protéines autophagiques sont impliquées dans
I’inactivation de la réponse immune (Saitoh and Akira, 2010). La L-kynurénine, principal
métabolite du tryptophane, joue également un role dans I’immunité innée et adaptative. La
L-kynurénine, et plus généralement les kynurénines, ont des effets cytotoxiques et sont des
inhibiteurs de la prolifération cellulaire et de I’expansion clonale des lymphocytes T. Elles
favorisent la mort par apoptose des cellules T, notamment par I’intermédiaire de la voie
des ERO (Song et al., 2011). Aucune donnée n’existe quant a I’implication de 1’autophagie
dans la régulation de la réponse immune par la L-kynurénine. Des résultats préliminaires
semblent montrer que la L-kynurénine inhiberait I’autophagie. Un approfondissement de
I’étude des mécanismes conduisant a 1’inhibition de 1’autophagie et des conséquences de
cette inhibition par la L-kynurénine est donc essentiel pour une meilleure compréhension

de la régulation des réponses immunes innée et adaptative.

En conclusion, ce travail met en lumiere le rle du stress du RE en pathologie rénale et
renforce 1’idée d’utiliser les acteurs du stress du RE comme biomarqueurs pronostiques et
diagnostiques de souffrance tissulaire et comme cibles thérapeutiques.

L’étude du rdle de I’autophagie en pathologie cancéreuse, rénale ou neurodégénérative,
est en pleine expansion. Bien que certaines études présentent 1’autophagie comme un
processus contribuant a la génération d’une réponse inflammatoire, la majorité des travaux,
dont le notre fait partie, mettent en évidence un role anti-inflammatoire de I’autophagie. En
transplantation rénale, la réaction inflammatoire est délétere pour 1’épithélium et
I’endothélium du greffon puisqu’elle participe au processus de fibrose, et a long terme, a la
dysfonction du transplant. L activation de 1’autophagie pourrait donc étre une perspective
intéressante dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant a limiter
I’inflammation et donc a réduire les Iésions du parenchyme rénal. Les méthodes
immunohistochimiques détectant LC3-1I se développent dans le domaine du cancer. Elles
pourraient également étre réalisées sur des biopsies de greffons rénaux et permettraient le
suivi thérapeutique ciblant les épisodes inflammatoires survenant dans le greffon rénal.

L’amplitude de la fonction de 1’autophagie reste cependant a déterminer plus

précisément dans la pathologie du greffon rénal. En effet, le role de 1’autophagie est

79



complexe car les modeles expérimentaux montrent que, a la fois, I’induction et I’inhibition
de I’autophagie peuvent avoir des conséquences protectrices selon les modeles étudiés. Ces
différents travaux nous ont enseigné que la modification du flux autophagique, les facteurs
initiateurs et le fait que ces modifications de flux soient primaires ou compensatoires est a
considérer avant que I’autophagie ne puisse €tre une cible thérapeutique dans les maladies

rénales.
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RESUME

Dans le cadre de situations pathologiques, le rein peut étre soumis a de multiples agressions toxiques,
ischémiques et immunologiques pouvant favoriser la survenue d’une maladie rénale chronique et le
développement d’une insuffisance rénale. En réponse a ces stress, les cellules du parenchyme rénal vont activer
des processus biologiques adaptatifs permettant le maintien de la viabilité cellulaire et ’homéostasie de
I’organe. Ces réponses adaptatives peuvent également activer I'immunité innée et induire le remodelage
tissulaire (fibrogenese et angiogenese). Cependant, les mécanismes précis de cette régulation sont mal connus.
L’objectif de ce travail a été de caractériser les mécanismes de régulation et les conséquences
microenvironnementales (inflammation et angiogenese) de I’activation de la réponse UPR (Unfolded Protein
Response) et de I’autophagie, en réponse a des stress ischémiques et immunologiques. Dans un premier travail,
nous avons montré que la réponse UPR est impliquée dans la génération d’une réponse inflammatoire induite
par un stress métabolique dans des cellules tubulaires rénales. Le stress métabolique, caractérisé par une
carence en glucose, induit un stress du RE et active la réponse UPR. Ce stress active le facteur NF-xB et
favorise la transcription de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. La voie PERK/eIF2a n’est pas
nécessaire a I’activation de I’inflammation mais amplifie I’expression des cytokines alors que la voie IREla est
impliquée dans la génération de cette réponse inflammatoire. De plus, I’ischémie aigué active le stress du RE et
I’inflammation dans les reins de rat. Enfin, a partir de biopsies de déclampage de greffons rénaux, I’expression
de GRP78, marqueur du stress du RE, et de NF-kB p65/RelA dans les tubules rénaux, est significativement
plus élevée en comparaison avec des biopsies de greffons rénaux stables, a distance de la greffe. Dans un
second travail, nous avons montré que la réponse UPR régule 1’angiogenese dans les cellules tubulaires rénales
lors d’une carence en glucose. La voie PERK est un régulateur majeur de l’expression des facteurs
angiogéniques (VEGFA, bFGF et angiogénine). De plus, I’expression de I’angiogénine est modulée par les
voies PERK et IREla. Enfin, ’ischémie aigué€ induite chez le rat, active la réponse UPR parallelement a
I’augmentation de I’expression de VEGFA, bFGF et de I’angiogénine. Dans un troisi¢eme travail, nous avons
mis en évidence un nouveau mécanisme par lequel I’'interférony (IFNY) active 1’autophagie dans les cellules
tubulaires rénales. Nous avons montré que 'IFNYy entraine une déplétion en tryptophane, active la voie GCN2,
une kinase elF2a, ce qui conduit a I’augmentation du flux autophagique. De plus, la supplémentation en
tryptophane et 'utilisation d’ARN interférence dirigés contre GCN2 inhibent I’autophagie induite par I’'IFNy.
Enfin, ’autophagie intervient dans la régulation de la sécrétion de cytokines inflammatoires et de facteurs de
croissance en réponse a I'IFNy. En conclusion, nous avons caractéris€ dans ce travail des mécanismes
originaux de régulation d’une réponse inflammatoire et angiogénique par la réponse UPR et I’autophagie en
réponse a des stress ischémiques et immunologiques au sein de I’épithélium tubulaire rénal humain.

ABSTRACT

Under pathological conditions, kidney is subjected to multiple toxic, ischemic and immunological failures
that promote the occurrence of chronic kidney disease and the development of acute kidney injury. In response
to stress, renal parenchymal cells activate biological adaptive processes permitting the maintenance of cell
viability and renal homeostasis. These adaptive responses can also activate innate immunity and induce tissue
remodeling (fibrogenesis and angiogenesis). However, accurate mechanisms of this regulation are still unclear.
The aim of this work was to characterize regulation mechanisms and micro environmental consequences
(inflammation and angiogenesis) of the activation of the UPR (Unfolded Protein Response) and autophagy, in
response to ischemic and immunological stress. In a first study, we demonstrated that the UPR is involved in
the generation of inflammatory response induces by metabolic stress in tubular renal cells. Metabolic stress,
characterized by glucose deprivation, induces an ER stress and activates the UPR. This stress activates NF-kB
and promotes the transcription of proinflammatory cytokines and chemokines. The PERK signaling is not
required for the induction of inflammation but amplifies cytokine expression whereas IRE1 is involved in the
generation of inflammatory response. Moreover, acute ischemia activates ER stress and inflammation in rat
kidneys. Finally, from kidney transplant biopsies performed before implantation, the expression of GRP78, an
ER stress marker, and NF-kB p65/RelA in renal tubules is significantly increased in comparison with stable
human kidney transplant biopsies. In a second study, we showed that the UPR regulates angiogenesis in tubular
renal cells during glucose deprivation. The PERK pathway is a major regulator of angiogenic factors
expression (VEGFA, bFGF and angiogenin). Furthermore, angiogenin expression is modulated by PERK and
IREla pathways. Finally, acute ischemia activates the UPR and, in parallel, increases VEGFA, bFGF and
angiogenin expression in rat kidneys. In a third work, we identified a novel mechanism by which IFNy
activates autophagy in human kidney epithelial cells. We showed that IFNy promotes tryptophan depletion,
activates the elF2a kinase GCN2, and leads to an increase of the autophagic flux. Moreover, tryptophan
supplementation and RNA interference directed against GCN2 inhibit IFNy-induced autophagy. Finally,
autophagy regulates the secretion of inflammatory cytokines and growth factors in response to IFNy.In
conclusion, we characterized in this work original mechanisms that regulate inflammatory and angiogenic
responses by the UPR and autophagy in response to ischemic and immunological stress in tubular renal human
epithelium.



