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PRINCIPALES ABREVIATIONS

4EBP elF4E-binding protein

ADPKD Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease
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MAPK mitogen activated protein kinases
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mLSTS§ mammalian lethal with sec13 protein 8

MODY mature onset diabetes of the young

MRC maladie rénale chronique

mTOR mechanistic target of rapamycin

mTORC mechanistic target of rapamycin complexe

NFkB nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in
B-cells 1

Nx ablation chirurgicale de 75% de la masse rénale

PDGF platelett derived growth factor

PDK1 phosphatidyl inositol dependant kinase

PGCla peroxisome  proliferator-activated  receptor — gamma
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regulatory associated protein of mTOR
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S6 kinase

S6 ribosomal protein

stress activated MAP kinase interacting protein 1
sterol regulatory element binding protein
transforming growth factor

tuberous sclerosis complex

tetratricopeptide repeat domain 3

vascular endothelial growth factor



AVANT-PROPOS

La voie AKT/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire ubiquitaire, tres
conservée, jouant un rdle clé par sa fonction de régulation de la croissance, de 1’apoptose et
du cycle cellulaire. L’extraordinaire complexité de son mode de recrutement témoigne du rdle
central de cette voie en intégrant des signaux multiples et treés variés (facteurs de croissance,
acides-aminés, niveau énergétique cellulaire, disponibilit¢ de [’oxygene). Notre
compréhension du role de cette voie dans la progression de la maladie rénale chronique est

encore tres limitée et les données de la littérature sont peu nombreuses et controversées.
Le travail que je vais vous présenter comporte deux volets :

- Un premier concerne le role de la voie AKT/mTORC au cours de la progression de la
maladie rénale chronique. Notre équipe a montré chez la souris, un fort déterminisme
génétique de la susceptibilit¢ au développement de Iésions rénales apres réduction
néphronique'. Ainsi, les souris de la lignée FVB/N développent, deux mois apres
néphrectomie subtotale (Nx), des lésions rénales importantes alors que toutes les autres
lignées testées sont, a ce stade, indemnes de 1ésions. Ces souris présentent une prolifération
précoce des cellules tubulaires, atteignant son paroxysme 48 heures apres la Nx. Cette
réponse proliférative initiale a pour conséquence une augmentation de la masse de
parenchyme rénal fonctionnel sans altération morphologique et constitue, en cela, une réponse
adaptative tendant a compenser la réduction néphronique. Cette réponse est transitoire, et la
prolifération des cellules tubulaires cesse dans le mois suivant la réduction néphronique.
Apreés une phase de quiescence, une prolifération des cellules tubulaires réapparait
spécifiquement dans la souche FVB/N, contemporaine de 1’apparition des l€sions rénales,
dépendante de I’activation du récepteur de I’EGF (epidermal growth factor) (EGFR). Avant
mon arrivée dans le laboratoire, un travail de caractérisation des cibles d’aval de ’EGFR avait
révélé une augmentation de I’expression de la protéine AKT sur des extraits de reins totaux au
cours de la deuxieme phase de prolifération aprés Nx, et ce uniquement chez les souris de
souche FVB/N. Mais cette augmentation en quantité n’était pas associée a une augmentation
de phosphorylation, témoin de son état d’activation. Mon travail a donc consisté a essayer de

comprendre le rdle de cette voie au cours de la progression de la maladie rénale chronique.

- Le deuxieme volet consiste en 1’étude du rbdle de la voie AKT/mTORC dans le



développement de la néphropathie associée au syndrome des antiphospholipides. Cette
maladie rénale se caractérise par I’apparition de Iésions vasculaires progressivement
occlusives. Au cours de mon activité clinique j’avais été interpelé par ces 1ésions vasculaires
séveres et ’hyperplasie de 1’intima obstruant progressivement la lumiere du vaisseau qui les
définissent. L’ aspect prolifératif et hypertrophique de ces lésions n’est pas sans rappeler les
lésions que 1’on peut observer apres une agression mécanique de I’endothélium vasculaire tel
qu'au cours d’une dilatation endo-coronarienne, ou le role de la voie AKT/mTORC est
crucial’. Nous nous sommes donc demandés quel pouvait étre le role de cette voie au cours de

la néphropathie associée au syndrome des antiphospholipides.
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INTRODUCTION
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PREMIERE PARTIE: VOIE mTOR ET VOIE AKT

La voie AKT/mTOR est une voie ubiquitaire, complexe, régulant de nombreux
processus cellulaire tel que la croissance, le cycle cellulaire, le métabolisme énergétique
cellulaire ou encore 1’apoptose. Sa complexité tient du fait qu’AKT constitue a la fois un
élément activateur de la voie mTOR (anciennement dénommée ‘mammalian Target Of
Rapamycin (TOR)’ maintenant baptisée officiellement ‘mechanistic TOR’) mais également
une cible de celui-ci. Par souci de clarté, et afin de mieux caractériser le role supposé de

chacune d’entre elle, j’ai choisi de séparer, dans I’exposé qui suit, ces 2 voies.

Voie mTOR

Découverte des complexes mTOR

La protéine kinase mTOR est une cible directe d’un macrolide appelée sirolimus ou
rapamycine. L’identification de la rapamycine f{it a 1’origine de la découverte du complexe
TOR. La rapamycine fut isolée et extraite a partir d’une bactérie, Streptomyces Hygroscopius,
en 1975 sur I'1le de Paques, ile encore appelée Rapa Nui qui donna ainsi son nom a la
molécule rapamycine’. Elle fiit considérée initialement comme un antifongique inhibant la
croissance de champignons tels que le Candida Albicans ou le Trichophyton granulosum.
Mais tres rapidement d’autres propriétés de cet antibiotique furent mises en avant, telles que
son effet paradoxal 2 la fois anti tumoral mais aussi immunosuppresseur®’. Le mécanisme
d’action demeura longtemps mal compris. Il avait été observé que la rapamycine se fixait a
FKBP12 au sein de la cellule, comme un autre macrolide aux propriétés immunosuppressives
le FK506 (plus connu sous le nom de tacrolimus), mais générant des effets différents sur les
lymphocytes T. En effet, le FK506 se fixe a FKBP12, et I’ensemble va lier la calcineurine
pour I’inhiber. La calcineurine, dont la propriété principale est d’étre une sérine/thréonine
phosphatase, ne peut plus déphosphoryler le facteur de transcription NFAT (Nuclear factor of
activated T-cells) empéchant ainsi sont transfert intranucléaire et la traduction du géne /L-2
(codant pour l’interleukine-2). La rapamycine agit différemment sur les lymphocytes T
puisqu’une fois fixée a FKBP12, le complexe rapamycine-FKBP12 inhibe 1’effet produit par
la liaison de I’'IL-2 a son récepteur bloquant la cellule en phase G1 du cycle cellulaire®” *'°. 11

avait été observé que la rapamycine était également capable de prévenir la phosphorylation de
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p70 S6 kinase'"". Le chainon manquant permettant ’action de la rapamycine sur le cycle
cellulaire et I’inhibition de p70 S6 kinase demeura inconnu jusqu’au début des années 90.
Ainsi, en 1991, le groupe de Mickaél N. Hall utilisant des levures résistantes a la rapamycine,
identifia 2 genes, Target Of Rapamycin (TOR) I et TOR2, codant pour les protéines kinases
TOR". Ces kinases présentes également chez les mammiferes furent purifiées puis
cristallisées'* et identifiées comme cible physique de la rapamycine'”'®. mTOR est une
serine/thréonine protéine kinase qui appartient a la famille des phosphoinositide 3-kinase
(PI3K) et interagit avec de nombreuses protéines pour former 2 complexes distincts appelés
mTOR complexe 1 (mTORC1) et 2 (mTORC2). Les 2 complexes ont des mécanismes de
recrutement, des cibles d’avales et une sensibilité a la rapamycine différents que nous allons

détailler par la suite.

Structure des complexes mTOR

Les 2 complexes combinent plusieurs protéines (Figure 1). Ils ont une structure commune
constituée par:

* laprotéine mTOR, protéine domaine catalytique du complexe,

* la protéine mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8)'"'%,

* laprotéine DEPTOR (DEP demain containing mTOR-interacting protein)"’,

* le complexe TTI 1/TEL 2%.
Mais, ils different par la présence de protéines spécifiques au sein du complexe. Ainsi,

mTORCI1 comporte :

* la protéine RAPTOR (regulatory-associated protein of mammalian target of

rapamycin)*'**,
* la protéine PRAS40 (prolin-rich Akt substrate 40kDa)>,
mTORC?2 comporte :

* la protéine RICTOR (rapamycin-insensitive companion of mTOR)*,
* la protéine mSIN1(mammalian stress-activated map kinase-interacting protein 1)**°,

* laprotéine PROTOR 1 et 2 (protein observed with rictor 1 and 2)*'**.

13
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Figure 1 : Structure des complexes mTORC. mTORC1 et mTORC2 ont en commun les protéines
mTOR, mLST8 et DEPTOR. mTORC]1 posséde en plus RAPTOR et PRAS40, et mTORC2 possede
RICTOR, mSINI et PROTOR. Adapté de®.

Fonction des complexes mTOR

Les fonctions des complexes mTORC sont nombreuses et résumées Figure 2. Ici nous

détaillerons les grandes fonctions et substrats des complexes mTORC.

o @ - Ribosome
Autophagy ,,4:\ e biogenesis | ;
P / C
= /2, maschonars %—-“"m“”?"“” D ls]
T Nucleus g functon
e > Transcription

Figure 2 : La voie de signalisation mTORC. La voie mTORC1 favorise la synthése protidique (A) et
inhibe 1’autophagie (B), en intégrant différents signaux tels que les acides-aminés (C), les facteurs de
croissances (D), I’état énergétique de la cellule grice au niveau d’AMPK (AMP-activated kinase) (E), les
stress incluant I’hypoxie (F) et les cassures doubles brins de I’ADN (G). Un premier niveau d’intégration se
fait par le biais du complexe TSC (tuberous sclerosis complex). AKT, ERK1/2 (extracellular regulated
kinase) phosphorylent et inhibent TSC, alors que GSK3f (glycogen synthase kinase) et REDD1 1’active. Le
deuxieme niveau d’intégration se fait au niveau des lysosomes ol le complexe RAGULATOR recrute
mTORC1 en réponse aux acides aminés. mTORC?2 est recruté par les facteurs de croissances par un
mécanisme inconnu et va phosphoryler AKT. D’aprés®.
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mTORC1

Synthése protéique

La synthese protéique est de loin la mieux caractérisée des fonctions contrélées par mMTORCI.
Pour favoriser la synthese protéique, mMTORCI1 va permettre la traduction de I’ARN messager
(ARNm) et la synthese des ribosomes, éléments clés de la traduction de I’ARNm. Les 2
cibles les mieux caractérisés de mTORCI1 au cours de la syntheése protéique sont 4E-BP1
(eukaryotic translation initiation factor 4E protein bindingl) et SOK1/S6K?2 (56 Kinase 1 et
2)3,

Le facteur de transcription 4E-BP1 est un membre de la famille 4EBP (4E-BP1, 2 et 3) qui
fonctionnent comme des répresseurs de 1’initiation de la traduction de I’ARNm. 4E-BP1 est
composé de elF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) et de BP1 (protein bindingl).
4E-BP1 se fixe dans le cytoplasme a la partie S’UTR de ’ARNm et inhibe ainsi 1’initiation
de la traduction. Quand il est phosphorylé par mTORCI sur les Thr'’ et Thr*, il se dissocie de
I’ARN et permet le recrutement de eIF4G en 5’UTR suivi de celui de la sous unité ribosomale
40S et permet ainsi I’initiation de la traduction.

S6K1 et S6K2 représentent les autres cibles d’aval de mTORCI les mieux caractérisées. La
phosphorylation de S6K1/S6K?2 favorise la synthése protéique en phosphorylant a son tour de
nombreux substrats impliqués dans I’initiation de la traduction et la croissance cellulaire. Les
effets précis et voies moléculaires en aval de S6K1/S6K2 sont mal connues mais la délétion
de S6K1 chez la drosophile ou chez la souris entraine une réduction de taille des animaux et
une réduction de taille des cellules’™”. Les données de la littérature permettent pour le
moment d’affirmer que :

- S6K1 phosphoryle et active elF4B qui vient a son tour compléter le complexe
d’initiation de la traduction et favorise Iactivité de eIF4A et de 1’hélicase ARN™'.

- S6K1 phosphoryle et entraine la dégradation de PDCD4 (programmed cell death
protein 4), protéine qui permet habituellement de bloquer I’association de elF4A avec le
complexe d’initiation de la traduction®.

- S6K1 se lie a SKAR sur les ‘exon junction complex’ de I’ARN ou il favorise
I’initiation de la traduction d’ARNm nouvellement formés et a peine exportés du noyau vers
le cytoplasme™”.
mTORCI favorise aussi la synthese protéique en permettant la synthése des ribosomes. Cette

syntheése, extrémement consommatrice d’énergie au sein de la cellule, nécessite 1’activité
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coordonnée de 3 ARN Polymérases (Pol I, II, III) dont 1’activité et en partie coordonnées par

mTORC1***,

Syntheése lipidique

mTORCI joue également un rdle clé dans la synthese des lipides nécessaires entre autre pour
générer les membranes cellulaires au cours de la prolifération cellulaire®. Cette synthése est
coordonnée par le régulation du facteur de transcription SREB-1 (sterol regulatory element-
binding protein 1) et d’une phosphatase, la protéine LIPIN-1.

Le facteur de transcription SREB-1 régule I’homéostasie lipidique en contrdlant 1’expression
de genes nécessaire pour la syntheése du cholestérol, des acides gras, des triglycérides mais
aussi des phospholipides. Trois membres de la famille SREBP ont été décrits chez les
mammiferes : SREBP-1a et -1c produit par épissage alternatif, et SREBP-2 produit par un
géne différent™. Les facteurs de transcriptions SREBP sont synthétisés dans le réticulum
endoplasmique sous forme de précurseurs qui devront subir des modifications post-
traductionnelle, un clivage protéolytique dans 1’appareil de Golgi, pour pouvoir sortir et
rejoindre le noyau. SREBP-1 et -2 sont activés en réponse a des signaux différents : SREBP-2
est activé par la déplétion cellulaire en stérol alors que SREBP-1c est insensible au niveau
cellulaire de stérol mais sensible a 1’insuline***°. L ’insuline, I’activation constitutive d’AKT
ou la délétion de Tscl/Tsc2, induit I’accumulation intranucléaire de SREBP-1 et I’expression
de genes de lipogenese. Le mécanisme exact par lequel I’insuline favorise le clivage de
SREBP-1 n’est pas connu. Récemment, Porstmann T. et col ont observé que 1’inhibition de
mTORCI1 par la rapamycine bloquait la translocation nucléaire de SREBP-1 théoriquement
induite par I’insuline ainsi que I’expression de genes de lipogenese et par conséquence la
synthése de lipides’’. De méme, la réduction de ’expression de Raptor mais pas celle de
Rictor, permet d’obtenir des résultats similaires**’. Finalement, pour renforcer le lien entre
activation de la voie PI3K/AKT/mTORCI1 et synthese lipidique il a été observé que la
déplétion cellulaire de SREBP-1 réduisait in vitro la taille des cellules, ainsi qu’in vivo la
taille de la drosophile’.

mTORC1 contréle I'expression et les modifications post-traductionnelles nécessaires a
I’activité de SREBP-1 mais aussi son transfert intranucléaire grace a un mécanisme dépendant
de la protéine LIPIN-1. La LIPIN-1 est donc une phosphatase qui permet la synthese de
triglycérides. L’inactivation du gene Lipin-1 est responsable d’une lipodystrophie alors que sa

surexpression entraine une obésité’'”>. En plus de son activité de synthése des triglycérides,
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elle agit comme co-activateur de facteurs de transcriptions notamment pour PPAR-
v (peroxisome proliferator-activated receptor-y)™>*. La LIPIN-1 interagit directement avec
PPAR-y pour induire la transcription de nombreux genes impliqués dans 1’adipogenese.
mTORC1 phosphoryle directement la LIPIN-1 sur différents résidus entrainant ainsi
I’exclusion nucléaire de la LIPIN-1 et son accumulation dans le cytoplasme™. La présence de
LIPIN-1 dans le noyau, lorsque mTORCI1 est inhibé, est nécessaire et suffisante pour réprimer
I’activité de SREBP-1 et -2. La forme nucléaire non phosphorylée de la LIPIN-1 empéche
I’accumulation de SREBP dans le noyau grace a un mécanisme qui requiert la participation de

la LAMIN-1>.

Métabolisme cellulaire

L’activation de la voie mTORCI1 est extrémement consommatrice d’énergie mais va
également permettre de générer de I’ATP. Ainsi, mMTORC1 augmente la glycolyse en activant
la transcription et la traduction de HIF-1a. (hypoxia inducible factor-1c)*** lui méme étant un
régulateur positif des nombreux genes impliqués dans la glycolyse, permettant ainsi de
produire de I’ATP via le cycle de Krebs.

De plus, il a été rapporté que mTORCI1 pourrait augmenter la quantité d’ADN mitochondrial
et I’expression de geénes impliqués dans le métabolisme oxydatif en favorisant I’interaction
intranucléaire de PGCla (PPAR-y coactivator 1) et du facteur de transcription YY1 (Ying-
Yang 1) qui régule positivement la biogénese des mitochondries ainsi que le métabolisme

oxydatif®.

Autophagie

mTORCI1 régule en partie 1’anabolisme cellulaire grace a une régulation positive des ses
différentes cibles d’aval comme nous venons de le voir, mais peut aussi favoriser la
croissance cellulaire en inhibant certain processus tel que I’autophagie, élément central de la
dégradation des organelles intracellulaire®’. L’autophagie permet ainsi a une cellule de
maintenir ses activités biologiques fondamentales en cas de stress cellulaire et en particulier
au cours d’épisodes de réduction d’apport des nutriments. Des que 1’autophagie est activée,
les composants cellulaires sont inclus dans une structure vacuolaire comportant une double
membrane (autophagosome) qui fusionne ensuite avec les lysosomes pour former les

autolysosomes ou le contenu sera dégradé et fournira ainsi une source d’apport en nutriment

pour la cellule.
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Il a été montré par différents groupes que TORCI1 régulait négativement 1I’autophagie chez S.
cerevisiae®. De plus, la rapamycine est suffisante pour induire 1’autophagie, in vitro et in
vivo, méme en présence de nutriments”’. Chez la levure S. cerevisiae, la kinase ATGI
(autophagy related I) nécessaire 2 I’initiation de I’autophagie, est dépendante de TORC1%%,
La délétion du geéne ATGI chez S. cerevisiae empéche 1’autophagie méme en cas de réduction
d’apports en nutriments ou d’inhibition de TORC1 suggérant qu’ATGI se trouve en aval de
TORC1®. ATG1 interagit avec de nombreuses protéines de 1’autophagie telles que ATG13 et
ATG17%. L’interaction d’ATG13 et d’ATG17 avec ATGI est induite par la rapamycine ou la
carence en nutriment, et la constitution de ce complexe est nécessaire pour I’activité kinase
d’ATG1%. TORCI1 phosphoryle de nombreux sites d’ATG13 pour empécher 1’interaction
ATG13-ATG] et ainsi réprimer 1’ autophagie®.

La fonction régulatrice d’autophagie de TORCI1 est conservée chez les eucaryotes. Le
génome humain comporte des équivalents d’ATG1 tel que ULK1 et ULK2 qui fonctionnent
en aval de mTORCI”. mTORC1 phosphoryle directement le complexe
ULK1/ATG13/FIP200 (équivalent humain d’ATG17) et ’inhibe’’. Mais comme pour la
synthese protidique et lipidique, mMTORCI1 peut agir sur 1’autophagie par d’autres mécanismes
tel que la régulation de DAP1 (death-associated proteinl)®, un suppresseur d’autophagie, ou
encore par la régulation de WIPI2 (WD repeat domain phosphoinositide-interacting protein

2)¥, équivalent chez le mammifere d’ATG18 chez la levure.

Biogénése des lysosomes

mTORCI1 a également la possibilité d’inhiber la formation des lysosomes. Il a été récemment
montré que mMTORCI régule la formation des lysosomes en modulant 1’activité du facteur de
transcription EB (TFEB)”. Ce facteur de transcription controle de nombreux genes clés
impliqués dans la fonction lysosomale. mMTORC1 phosphoryle TFEB empéchant ainsi son
accumulation nucléaire et donc son activité’’. Ainsi, au cours de périodes de jeline ou au cours
d’un traitement par la rapamycine, TFEB s’accumule dans le noyau et augmente son activité.
TFEB contrdlant [’expression de nombreux genes impliqués dans la formation
d’autophagosome et la fusion avec les lysosomes, il s’agit d’'un moyen de régulation

supplémentaire de I’autophagie via mTORCI1.
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mTORC2

Comparé a mTORCI1, beaucoup moins de choses sont connues sur les fonctions et cibles
d’aval de mTORC2. En effet, mMTORC2 ne semble phosphoryler aucun des substrats de
mTORCI. Le complexe mTORC2 phosphoryle un motif particulier (tfurn motif) de certaines
kinases AGC que sont AKT, SGK1 (serum and glucocorticoid-regulated kinase 1)"' et la
PKCoa. (protein kinase C a)’*. Cette phosphorylation constitutive permettrait de stabiliser ces

protéines”.
AKT

mTORC?2 active directement AKT en phosphorylant la sérine en position 473, site requis pour
son activation maximale™. Les conséquences de cette phosphorylation seront décrites plus

bas.

SGK-1 (serum-glucorticoid-induced protein kinase-1)

mTORC?2 phosphoryle et active directement SGK-1 sur une Serine en position 422, A son
tour, cette kinase va stimuler le transport du sodium dans les cellules épithéliales en
stabilisant et favorisant I’expression du canal sodique (eNac). En effet, SGK-1 phosphoryle la
protéine NEDD4-2 (neural-precursor-cell-expressed developmentally down-regulated 4-2)
qui est une ubiquitine ligase. Cette phosphorylation inhibitrice de NEDD4-2 empéche ainsi
I’adressage de eNac au protéasome”. SGK-1 phosphoryle et inhibe également la protéine
WNK4 (with no lysine kinase 4), kinase connue entre autre pour son activité inhibitrice sur
eNac™.

SGK-1 exerce aussi une activité inhibitrice par le biais de phosphorylation sur de nombreux
autres substrats tels que MEKK3 (mitogen-activated protein kinase/ERK kinase kinase 3)",
SEK1”’, B-Raf kinase’, phosphomannose mutase 2", inducible NO (nitric oxide) synthase®,
mais également sur certains facteurs de transcription tels que CREB (cAMP responsive
element binding protein)®', NFkB (nuclear factor kappa B)* ou encore FOXO3a (forkhead
transcription factor FKHR-LI)®.

Son réle précis fait encore 1’objet de multiples travaux expérimentaux et il est a noter que les

souris SGK-1" sont viables et présentent essentiellement une fuite sodée urinaire®.

PKCa (protein kinase C )

PKCa est la troisieme AGC kinase activée par mTORC2. PKCa est une sérine thréonine
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kinase exprimée de maniere ubiquitaire®. PKCao régule suivant le type cellulaire la
prolifération ou D’apoptose, la différentiation cellulaire et la migration cellulaire®. Pour
exercer ces différentes fonctions, PKCa active la voie ERK/MAPK (extracellular signal
regulated kinase/mitogen activated protein kinase), les RHO GTPases et les inhibiteurs des

kinases cycline-dépendante (p21, p27)*.

PKCa est activée par phosphorylation de 3 de ces résidus : 2 thréonines en position 497 et
638 et une sérine en position 657. En 2004, 1I’équipe de DM. Sabatini identifia le complexe
mTORC2 comme kinase responsable de la phosphorylation de PKCa sur la sérine 657 qui

permet ainsi son activation maximale™.

Régulation de I'activité de mTORC

mTORC1

Cette voie se caractérise par une capacité assez fabuleuse a pouvoir sentir et intégrer un grand
nombre de signaux’'. La régulation est multiple et complexe mais on peut recenser au moins 5
familles de signaux intra et extracellulaire pouvant recruter mTORCI : les facteurs de

croissances, les stress, I’hypoxie, le statut énergétique et les acides aminés (Figure 3).
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Figure 3 : Recrutement de la voie mTORC1 par les facteurs de croissances, les stress,
I’hypoxie, le statut énergétique et les acides aminés. D’aprésg(’.
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Facteurs de croissances, stress, hypoxie, statut énergétique

Le complexe hétérodimerique constitué par TSC1 (tuberous sclerosis I, encore appelé
hamartine) et TSC2 (tuberous sclerosis 2, encore appelé tubérine) représente 1’élément
principal de la régulation de mTORCI. Ce complexe régule négativement mTORCI1, en
fonctionnant comme une GAP (GTPase-activating protein) inhibant le passage de la forme
GDP, forme inactive, a la forme GTP, forme active, de Rheb (Ras homolog enriched in brain)
qui peut elle agir et activer directement mTORC1 sous cette forme. Le complexe TSC1/TSC2
transmet un grand nombre de signaux qui vont agir sur mTORCI tel que les facteurs de
croissances, comme I’insuline et I'lGF1 (insuline-like growth factor 1). Le complexe
TSCI1/TSC2 est lui méme phosphorylé par AKT, ERK1/2 (extracellular-signal-regulated
kinase), RSK1 (ribosomal S6 kinase), IKKPB (IkB kinase )***. Ces phosphorylations sont
responsables de D’inhibition du complexe TSC1/TSC2 et favorisent donc 1’activité de
mTORCI1. Comme nous le verrons plus bas, AKT peut également réguler mTORCI1 par une
voie TSC1/TSC2 indépendante en phosphorylant PRAS40 qui entraine ainsi la dissociation
du complexe mTORC1*. La voie WNT, élément majeur contrdlant la croissance, la
prolifération, la polarité, la différenciation et le développement, régule indirectement le
complexe mTORC]1 en inhibant GSK3-f qui phosphoryle lui méme TSC2%.

De nombreux stress peuvent activer la voie mTORC1 en modulant I’activit¢é du couple
TSCI1/TSC2. Parmi ceux-ci les mieux caractériser sont: la faible quantité de nutriments
disponibles, I’hypoxie et les dommages a I’ADN.

L’hypoxie comme la carence en nutriments stimulent I’AMPK (adenosine monophosphate
activated protein kinase) qui phosphoryle TSC2 sur différents sites et augmente le tonus
inhibiteur du complexe sur mTORC]I en renforcant I’activité GAP de TSC sur RHEB®'. De
plus, AMPK phosphoryle directement RAPTOR et se fixe dessus a la maniére d’une protéine
14-3-3 générant un encombrement stérique qui déstabilise mTORC1%*.

L’hypoxie induit aussi I’expression du facteur de transcription REDDI1 (regulation of DNA
damage response I) qui active TSC2 de maniére inconnue”™’.

Les dommages a I’ADN induisent la transcription des genes Tsc2 et Pten (phosphatase and
tensin homolog deleted on chromosome 10), réduisant ainsi 1’activité de I’ensemble de la voie
PI3K-mTORCI1, mais aussi la transcription des genes codant pour SESN 1 (sestrin 1) et
SESN 2 (sestrin 2) dépendant de p53™”. Ces 2 protéines, SESN 1 et 2, ont été montrés

comme activant directement I’AMPK'®,
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Acides aminés

Les acides aminés, et en particuliers 2 d’entre eux (leucine et arginine), activent directement
mTORCI. De plus, leur présence est indispensable pour la transmission du signal d’activation
de mTORCI par les facteurs de croissances'""'?.

Les mécanismes moléculaires qui permettent aux acides aminés d’activer directement
mTORCI restent en partie mystérieux mais des avancées treés récentes permettent d’en
dessiner les contours. En 2008, 2 groupes indépendants ont découvert que ’activation de
mTORC]I par les acides aminés nécessitait la présence de RAG GTPases'™'™. 11 existe chez
les mammiferes 4 protéines RAG (-A a -D) qui forment des hétérodimeres RAG-A ou -B
avec RAG-C ou RAG-D. Par un mécanisme inconnu, les acides aminés favorisent la fixation
des hétérodimeres RAG au GTP et son interaction avec RAPTOR. Cette interaction permet la
translocation de mTORCI vers la surface des lysosomes ou les RAG GTPases se lient a un
complexe récemment identifié, appelé RAGULATOR, composé de trois protéines : MP1, P14
et P18. Comme les RAG GTPases, ce complexe est indispensable a ’activation de mTORCI1
par les acides aminés. Une hypotheése avancée pour expliquer la migration de RAG
GTPases/mTORC1 a la membrane des lysosomes repose sur la présence en grande quantité
de RHEB a leurs surfaces pouvant peut étre favoriser ainsi 1’activation de mTORC1'™*.

Au sein des lysosomes, les acides aminés s’accumulent et vont initier une signalisation via la
pompe v-ATPase (vacuolar H'-adenosine triphosphate ATPase). Cette pompe est
indispensable puisque la déplétion membranaire en v-ATPase bloque le recrutement de
mTORCI 2 la surface des lysosomes ainsi que la signalisation d’aval de mTORC1'”. 1l a été
montré que la pompe v-ATPase interagissait physiquement avec le complexe RAGULATOR
a la surface des lysosomes'”. La voie mTORCI1 régule I’expression de la pompe v-ATPase
suggérant ainsi une voie de rétrocontrole entre mTORCT1 et la fonction lysosomale”'*.
D’autres protéines ont été impliquées dans le ‘sensing’ des acides aminés par mTORCI telles

107
, la

que la protéine MAPA4k3 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase)
protéine hVPS34 (mammalian vacuolar protein sorting 34 homolog)'® et la protéine IPMK
(inositol polyphosphate monokinase)'”. Cependant, leurs liens avec le systtme RAG-

RAGULATOR n’est pas expliqué.

mTORC2

Les mécanismes qui modulent I’activit¢ de mTORC2 sont peu connus. Ce complexe,

insensible aux nutriments, semble étre dépendant de PI3K, car les facteurs de croissance qui
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lactivent provoquent la phosphorylation d’AKT dépendante de mTORC2’'. Le complexe
TSC1/2 semble également €tre un activateur de mTORC?2 en se liant directement a mTORC2
et en D'activant par un mécanisme encore méconnu'’. Récemment, il a ét€ montré que
RICTOR pouvait étre phosphorylé par S6K1, inhibant 1’activit¢ de mTORC2 et ainsi la
phosphorylation/activation d’ AKT"''"'"?

Sensibilité a la rapamycine de mTORC1 et mTORC2

Jusqu’a récemment, en plus de leur composition protéique, les complexes mTORCI et
mTORC2 se distinguaient par leur sensibilit¢ a la rapamycine. En effet, les travaux
expérimentaux initiaux montraient que I’administration aigue de rapamycine inhibait la voie
de signalisation mTORC1 mais n’avait aucun effet sur celle dépendante de mTORC2". Ce
complexe fut donc considéré comme insensible a I’action inhibitrice de la rapamycine. En fait
la situation est beaucoup plus complexe qu’elle n’y parait. En effet, des travaux récents, in
vitro mais aussi in vivo, montrent qu’un traitement prolongé par la rapamycine est capable de
réduire I’activité de mTORC2 dans un certain nombre de type cellulaire'"*'**. Le mécanisme
d’action tout en restant flou n’est pas univoque, mais passe tantot par la déstabilisation du

complexe mMTORC?2, tant6t par I’inhibition de la synthese de RICTOR.

Voie AKT

Découverte des protéines AKT

Les protéines AKT sont des serines thréonines kinases appartenant a la famille AGC
(apparentées aux protéines kinases PKA, PKG et PKC) jouant un role central dans la survie,

la croissance et la prolifération cellulaire.

Les geénes codant ces protéines chez les mammiferes ont été découverts, par plusieurs
groupes, entre la fin des années 80 et le début des années 90, au travers d’approches
différentes. L’équipe de P. Tsichlis identifia les genes Akt comme des homologues cellulaires
de I’oncogene v-Akt transduit par un retrovirus murin'®. Le terme « AKT » fait référence au
nom de la lignée cellulaire dérivée d’un thymome murin 2 partir de laquelle v-Akt fut cloné'**.
A la méme époque, deux groupes indépendants reconnurent dans les ADNc codant AKT, des
séquences apparentées aux protéines kinases A et C, ce qui leur valu la dénomination, encore

largement utilisée, de protéines kinases B (PKB)'*'*°,
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S’il n’existe qu’un géne AKT chez la drosophile, trois protéines AKT, codées par des genes

distincts, sont retrouvées chez la souris comme chez I’homme.

Structure des protéines AKT

Les protéines AKT partagent une structure modulaire conservée. On distingue a partir de

I’extrémité amino-terminale (Figure 4):

Un domaine d’homologie a la plekstrine permettant aux AKT d’interagir avec les
membranes cellulaires au niveau de domaines enrichis en phosphatidyl-inositol (3, 4,
5) triphosphate ou (3, 4) diphosphate. Ce domaine joue un rdle clé dans le recrutement
a la membrane d’AKT ainsi que dans sa reconnaissance en tant que substrat d’autres

kinases.

Un domaine intermédiaire assurant la liaison entre le domaine d’homologie a la

plekstrine et le domaine catalytique (domaine « linker »).

Un domaine central portant I’activité kinase d’AKT. Ce domaine présente une forte
homologie avec d’autres kinases de la famille AGC. En plus de porter 1’activité kinase
des AKT, ce domaine comporte un élément de régulation post-traductionnel. Il existe
en effet, en position 308, un résidu thréonine conservé dont la phosphorylation est

nécessaire a I’activité de la protéine.

Un domaine hydrophobe carboxy-terminal d’environ 40 acides aminés comportant
également un motif de régulation treés conservé au sein de la famille des kinases AGC.
Toutes les protéines AKT présentent au sein de ce motif, un résidu sérine en position

473 dont la phosphorylation détermine leur état d’activation.
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Figure 4 : Structure des protéines AKT. (A) Organisation modulaire des protéines AKT. (B)
Représentation tridimensionnelle en ruban de la protéine AKT d’aprés'”’. PH : domaine
d’homologie a la plekstrine; CTR : domaine régulateur C-terminal. Les codes couleurs des
différents domaines sont conservés en (A) et (B).

Fonction des protéines AKT

L’implication d’AKT dans un grand nombre de processus cellulaires a été¢ démontrée par la
surexpression ou I’invalidation des isoformes de cette kinase dans différents organismes'** "',
Comme pour la voie mTOR, AKT jouent un réle important, non seulement dans le contrdle
de la survie, de la croissance et de la prolifération cellulaires, mais également dans le

métabolisme énergétique et la migration cellulaire (Figure 5).

Metabolism

Proliferation

Glucose
Uptake

Growth
Angiogenesis

Metabolism

Figure 5 : Fonctions d’AKT. AKT phosphoryle et active ou inhibe de nombreuses protéines
impliquée dans un grand nombre de processus incluant la prolifération, la survie, le métabolisme
cellulaire, la croissance et la migration. Il est intéressant de noter qu’il existe un certain degré de
redondance dans les fonction des ces différentes cibles. D’aprés'®?.
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AKT phosphoryle un grand nombre de substrats, dont une partie a pu étre identifiée, lui
permettant ainsi d’exercer ses fonctions'”. Les motifs préférentiellement phosphorylés par les
protéines AKT ont été déterminés au travers du criblage de librairies peptidiques. Le motif
minimal identifié¢ (R-X-R-X-X-S/T-B) a permis la recherche de cibles putatives d’AKT. Plus
de 100 substrats potentiels d’AKT ont été proposés, et 18 cibles d’AKT ont été bien
caractérisées'”*. Dans la plupart des cas, la phosphorylation catalysée par AKT a un effet
inhibiteur sur sa cible. Cependant, certaines exceptions existent comme c’est le cas pour
MDM2 (murin double minute 2), eNOS (endothelial nitric oxide synthase) ou encore IKKa
(inhibitor of KB kinase a) qui sont toutes trois activées par AKT. En dehors de ses fonctions
exercées par le biais de la voie mTORC précédemment décrites, AKT peut exercer différentes
fonctions par le biais d’autres cibles. Ainsi, AKT est aussi impliquée dans la survie cellulaire,

la prolifération, le métabolisme cellulaire et le cytosquelette.

Survie cellulaire

Les principales cibles d’AKT impliquées dans la survie cellulaire sont MDM?2, BAD (BCL2
associated death promoter), FOXO1 (forkhead box Ol), FOXO3a (forkhead box O3a) et
FOXO4 (forkhead box O4)“*. En phosphorylant ces effecteurs, AKT favorise la survie

cellulaire en inhibant 1’apoptose.

Ainsi, la phosphorylation de MDM2 par AKT favorise 1’accumulation nucléaire de cette
ubiquitine ligase. Dans le noyau, MDM2 ubiquitine p53 permettant ainsi la dégradation
protéasomale de cet inducteur de 1’apoptose'”. Par contre, 2 la différence de son action sur
MDM?2, AKT inhibe I’activit¢ de BAD et des facteurs de transcription FOXO1, 3a et 4.
L’activité d’AKT s’oppose ainsi aux effets pro-apoptotiques de ces molécules. Ainsi, BAD
favorise 1’apoptose en inhibant les deux molécules anti-apoptotiques BCL2 et BCLXL qui,
elles-mémes, s’opposent a la libération cytosolique du cytochrome C mitochondrial. La
phosphorylation de BAD par AKT permet la séquestration de BAD par des protéines de la
famille 14-3-3 et empéche ainsi I’interaction de BAD avec BCL2 et BCLXL.

Cycle cellulaire

Une partie des effets pro-prolifératifs d’AKT est expliquée par une modulation directe de
I’activité de protéines régulant le cycle cellulaire. En effet, AKT inhibe par phosphorylation
les inhibiteurs de la progression du cycle cellulaire p27 et p21'**"*°, La phosphorylation de ces

protéines entraine leur exclusion nucléaire et leurs relocalisation cytosolique. Ceci a pour
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conséquence d’empécher leurs interactions avec les complexes cycline/CDK (cycline
dependant kinase) sur lesquels ils exercent un tonus inhibiteur. Il a été suggéré que toutes les

isoformes d’ AKT ne modulaient pas p21 de la méme facon'’.

D’autres cibles d’AKT comme GSK3"*"*°, FOXO' et mTORC1'"' sont capable d’affecter,

de facon directe ou indirecte, des régulateurs du cycle cellulaire

Croissance cellulaire

Comme nous I’avons vu précédemment, AKT est un intermédiaire important de I’activation
de mTORCI par les facteurs de croissance. Deux cibles directes d’AKT sont impliquées dans
cette activation : TSC2 et PRAS40'*. AKT phosphoryle TSC2 sur 2 sites trés conservés, une
sérine en position 939 et une thréonine en position 1462. Cette phosphorylation inhibitrice

permet de lever Ieffet inhibiteur de TSC2 sur RHEB GTP'*.

AKT phosphoryle PRAS40 sur un résidu thréonine en position 246. Comme nous 1’avons vu,
PRAS40 fait parti du complexe mTORCI1 et exerce un tonus inhibiteur sur I’activation de

mTORCI. La phosphorylation de PRAS40 permet I’activation de la voie mTORC1'*,

Métabolisme énergétique cellulaire

Les protéines AKT jouent un réle a la fois central et complexe dans le contrdle du
métabolisme énergétique cellulaire. En dehors de son action sur mMTORCI1, AKT intervient

sur le métabolisme cellulaire du glucose et le métabolisme lipidique.

AKT favorise I’entrée et I'utilisation du glucose par la cellule. En effet, I’activation d’AKT
favorise la translocation du transporteur de glucose sensible a 1’insuline GLUT4. Cet effet sur
le trafic des vésicules contenant GLUT4 semble li€ a la phosphorylation inhibitrice d’AS160
(AKT substrate of 160 kD) et de TBC1D1 (TBC I domain I) par AKT'**. Ces deux protéines
modulent la migration des vésicules en favorisant 1’activité GTPasique d’une famille de
petites protéines G particuliecrement impliquée dans le trafic vésiculaire. AKT favorise
également 1’expression du transporteur GLUTI1 par différents mécanismes indirects'*'*.
L’utilisation du glucose intracellulaire est également stimulée par AKT. En effet, AKT
augmente la conversion du glucose en glucose-6-phosphate en modulant 1’activité des
hexokinases par un mécanisme encore inconnu. AKT favorise également la glycolyse par

différents mécanismes faisant intervenir deux de ses cibles directes: FOXO et PGCla

(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator [-a) ainsi que de fagon
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indirecte le facteur HIF1a'*. Enfin, AKT favorise la synthése de glycogéne en inhibant

GSK3 qui, elle-méme, inhibe la glycogeéne-synthase.

A c6té de son role dans le controle du métabolisme glucidique, AKT augmente la synthése de
cholestérol et d’acides gras en inhibant GSK3 qui, lui-méme, favorise la dégradation des
facteurs de transcription SREBP qui jouent un rdle central la synthése de ces lipides comme

nous 1’avons précédemment vu'*.

Migration cellulaire

Les protéines AKT modulent les capacités migratoires des cellules mais leur rdle varie en

fonction du type cellulaire et de I’isoforme considérés'’'*.

Les cibles spécifiques
responsables de ces effets n’ont pas été clairement définies, bien qu’il ait été suggéré que les
différences observées entre les effets des isoformes d’AKT sur la migration cellulaire soit liée

a une modulation de I’activité de la petite protéine G RAC'*.

Régulation de I'activité d’AKT

L’activation d’AKT nécessite la coopération de différentes enzymes. Elle est initiée par une
PI3K (Figure 6). Cette enzyme, qui phosphoryle en position 3 le phosphatidyl-inositol-4-5-
diphosphate (PIP2) contenu dans les membranes, permet le recrutement membranaire d’ AKT
par I’intermédiaire de son domaine d’homologie a la plekstrine. Cette phosphorylation est
cruciale au recrutement d’AKT puisque ces protéines ne peuvent interagir qu’avec le (3, 4)

PIP2 ou le (3,4, 5) PIP3.

PI(4,5)P2 <
—>

———
—» PI(3,4/5)P3

v

| PDK1__

Figure 6 : Activation de PDK1(phosphatidyl inositol dependant kinase 1).
Adapté de”.

Une fois recrutée a la membrane, la protéine AKT doit, pour atteindre son activité maximale,

308

étre phosphorylée a la fois sur la Thr'®® et la Ser*”” par deux kinases distinctes.
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* PDKI1 (phosphatidyl inositol dependant kinase 1) est la kinase responsable de la
phosphorylation de la Thr’*®'*. Cette serine/threonine kinase qui appartient elle aussi a
la famille AGC, est également recrutée a la membrane par un domaine d’homologie a

la plekstrine en réponse a la phosphorylation du PIP2.

* Le complexe mTORC?2 représente la principale, sinon la seule, kinase impliquée dans

la phosphorylation du résidu Ser*”” comme nous I’avons vu précédemment.

La phosphorylation d’AKT sur la Th**® par PDK1 et sur la Ser*””> par mTORC2 résulte en son
activation maximale. Mais il est important de noter que ces deux phosphorylations ne sont ni
forcément simultanées ni équivalentes. En effet, I’invalidation de RICTOR" et de PDK1' a
permis de montrer que ces deux sites pouvaient étre phosphorylés indépendamment. De plus,
les différents substrats d’AKT ne sont pas affectés de la méme fagon par la phosphorylation
de la Ser*”. Ainsi, la perte de cette phosphorylation affecte 1’action d’AKT sur les protéines

FOXO1 et FOXO3 alors que la phosphorylation de TSC2 n’apparait pas modifiée’.

L’activité des protéines AKT est soumise a une régulation fine impliquant entre autres des
boucles de rétrocontréles qui vont limiter I’activation de la voie PI3K/AKT en aval de
certains récepteurs membranaires comme le récepteur a I’insuline”'. Parmi les mécanismes
permettant cette régulation il a été identifi€¢ des facteurs limitant le recrutement membranaire
d’AKT, une déphosphorylation sélective de la Th*® et de la Ser'” et finalement, une

modulation de leur stabilité protéique.

Le recrutement d’AKT aux membranes cellulaires constitue une étape cruciale de son
activation qui est soumise a une inhibition permanente par la protéine PTEN (phosphatase

152

and tensin homolog deleted on chromosome 10)°-. PTEN est une phosphatase dont la
principale cible est le PIP3. En hydrolysant spécifiquement la liaison 3-phosphate du PIP3,
PTEN catalyse la conversion du phosphatidylinostitol 3, 4, 5-triphosphate en
phosphatidylinositol 4, 5-diphosphate. La diminution de la concentration membranaire de
PIP3 induite par PTEN s’oppose au recrutement des protéines a domaine d’homologie a la

pleckstrine comme AKT et PDKI.

Le recrutement d’AKT a la membrane peut aussi €tre inhibé par la protéine PHLDA3
(pleckstrin homology-like domain, family A, member 3) qui entre en compétition avec AKT
pour sa fixation aux phosphoinositides triphosphatés'”. 1l est intéressant de constater que

PHLDAZ3 est une cible transcriptionnelle de 1’anti-oncogeéne p53. La répression de p53 induite
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par I’activation de MDM?2 par AKT est ainsi susceptible d’établir une boucle d’amplification

de I’activation d’AKT.

Apres son activation, AKT est susceptible d’étre directement déphosphorylée par les protéines
phosphatases PP2A (protein phosphatase 2) et les phosphatases de la famille PHLPP
(Pleckstrin  homology domain and leucine rich repeat protein phosphatase). PP2A
déphosphoryle préférentiellement la Th**® alors que les PHLPP ne ciblent que la Ser*” ™*.
Récemment, il a pu étre montré que I’expression des PHLPP était régulée positivement par
mTORC]1 de fagcon S6K dépendante'”. Ces résultats suggerent ’existence d’une nouvelle

boucle de rétrocontrdle de I’activité d’ AKT susceptible d’étre inhibée par la rapamycine.

La dégradation d’AKT est également susceptible d’étre modulée. En effet, AKT peut étre
adressé au protéasome pour dégradation. Ainsi, TTC3 (tetratricopeptide repeat domain 3) a
ét€ récemment identifié comme étant une ubiquitine ligase liant spécifiquement AKT"°. A
coté de cette dégradation par la voie protéasomale, plusieurs observations ont montré qu’ AKT
pouvait étre clivé et inactivé par certaines caspases in vitro. L’existence d’un tel clivage in
vivo et son rdle physiologique ne sont pas établis. La stabilit¢ d’AKT peut également €tre

modulée par son association a PIN1 (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase 1)"’.

Isoformes d’AKT

Il existe, chez les mammiferes, trois génes codant les protéines AKT : Aktl, Akt2 et Akt3"®.
Ces isoformes présentent plus de 80% d’homologie de séquence mais different par leur
expression tissulaire et par la nature de certains de leurs substrats (Figure 7). De plus, des
expériences menées sur des cellules en culture ont permis de mettre en évidence des fonctions

spécifiques et parfois opposées des isoformes d’AKT (Table 1).
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Homologie des différents domaines

Isoformes =~ Domaine -
d'homologie | Domaine | Domaine g_?g::;:;
ala « linker » | catalytique
: régulateur
plekstrine
AKT1/AKT2 | 80% . 46% ' 90% [ 66%
AKT2/AKT3 76% 17% 87%  T0%
AKT1/AKT3 84% 40% 88% 76%

Figure 7: Isoformes des protéines AKT. Figure récapitulant les pourcentages d’homologie de
séquence, entre isoformes, des différents domaines des protéines AKT. D’aprés'?’.

AKT1 et AKT2 sont d’expression ubiquitaire. AKT2 est cependant significativement enrichi
dans les tissus sensibles a I’insuline. Contrairement a AKTI et 2, AKT3 n’est pas

59 A ces

ubiquitaire et apparait particulierement abondant dans le cerveau et les testicules
distributions distinctes correspondent des rdles physiologiques différents qui ont été bien

illustrés par les résultats de 1’invalidation d’AKT1, 2 et 3 chez la souris.

Le rdle crucial joué par AKT2 dans I’homéostasie glucidique chez la souris a été confirmé
chez I’homme par la mise en évidence d’une famille présentant un diabete familial de type
MODY (mature onset diabetes of the young) sévere et précoce co-ségrégeant avec une

mutation d’AKT?2 a effet « dominant négatif »'%.

Les différences fonctionnelles entre AKT1, 2 et 3 ne sont cependant pas la seule conséquence
des variations de leur profil d’expression. En effet, I’invalidation d’AKT1 ou d’AKT2 dans
des populations homogenes de cellules en culture entraine des conséquences différentes sur la

prolifération cellulaire'”', la migration cellulaire'""®

ou de régulation du trafic
intracellulaire'®. La fonction de chaque isoforme n’est cependant pas stéréotypée et peut
varier avec les types cellulaires considérés. Ainsi, la délétion d’Akt2 augmente le pouvoir
migratoire des fibroblastes embryonnaires alors qu’elle diminue la migration cellulaire dans

plusieurs lignées cancéreuses'’'**!*

. Par ailleurs, il est actuellement bien établi que le
recrutement membranaire des transporteurs de glucose GLUT4 en réponse a I’insuline est

dépendante d’ AKT2 mais pas d’AKT1'%,

Les déterminants moléculaires expliquant les différences entre les isoformes d’AKT sont mal

compris. Une étude récente a suggéré que les effets d’AKT?2 sur le trafic de GLUT4 étaient
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liés a des différences de localisation subcellulaire et, en particulier, a un

préférentiel d’ AKT?2 au niveau des membranes cellulaires'®.

Tableau 1 : Conséquences phénotypiques de I’inactivation des isoformes d’Akt chez la souris

recrutement

Génotype Phénotype Référence
”a . . 141,148
Aktl Retard de croissance embryonnaire et post-natal
Diminution de la prolifération des fibroblastes embryonnaires
Résistance a I’insuline compensée par une hyperplasie des ilots 3
A ogs 130,164
Akt2 pancréatiques
Lipoatrophie progressive
Dyslipidémie
Akt3” Réduction de la taille du cerveau BLIS9
Taille réduite de 50%
Défaut de développement de la peau et des os
Aktl” Aket2” Atrophie sévere des muscles squelettiques 165
Lipoatrophie
Létalité néonatale probablement par hypoxie sur atrophie des
muscles respiratoires
Akt I ki3 Létalité¢ embryonnaire 4 E10.5 166
/- /- 167
Aktz™ Akt3 Addition des phénotypes des souris simples mutantes
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DEUXIEME PARTIE: LE REIN ET LES MALADIES
RENALES CHRONIQUES

Fonctions et structure du rein normal

Grandes fonctions rénales

Le rein est un organe rétro-péritonéal assurant plusieurs fonctions vitales. Cet organe assure a

la fois le maintien de la composition hydro-€lectrolytique du milieu intérieur et 1’élimination

des produits terminaux du catabolisme, notamment du catabolisme azoté. Le rein produit

également plusieurs hormones jouant un role important dans le maintien de la pression

artérielle (rénine), de 1’érythropoiese (érythropoiétine) et du métabolisme minéral (calcitriol).

Structure du rein

Le rein est composé d’unités fonctionnelles, les néphrons, auxquels s’associent des vaisseaux

organisés en un réseau aussi complexe qu’original et un tissu interstitiel conjonctif peu

abondant, tout au moins en condition physiologique (Figure 8). Anatomiquement, on

distingue le cortex rénal qui constitue la partie externe du parenchyme et la médullaire qui

joue un role crucial dans les phénomenes de concentration des urines.

(2) Proximal tubule  (4) Distal tubule
(1) Renal
corpuscle

In some nephrons,
the loop of Henle
is long and plunges

into the medulla.

\\

Final urine to ureter

Medulla

Figure 8 : Le néphron. Au glomérule
fait suite le tube proximal, lui-méme
subdivis€é en un segment contourné
proximal auquel fait suite un segment
droit qui pénetre dans la médullaire
externe. A la jonction entre la
médullaire externe superficielle et la
médullaire externe profonde, le tubule
proximal se jette dans la branche
descendante fine de 1’anse de Henle.
A cette branche descendante succede
la branche ascendante d’abord fine,
puis épaisse qui pénetre le cortex. A
proximité du glomérule, la branche
ascendante large donne naissance au
tube contourné distal qui se jette dans
le systeme collecteur par
I’intermédiaire du tubule connecteur.
Il existe des néphrons courts dont
I’anse de Henle est de taille réduite et
des néphrons longs qui se caractérisent
par une anse de Henle pénétrant
profondément dans la médullaire.
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Les néphrons sont formés de deux structures aux fonctions radicalement différentes. Le
glomérule assure, par ultrafiltration du plasma, la formation de 1'urine primitive alors que le
tubule modifie, au travers de phénomenes de réabsorption et de sécrétion, I’urine primitive pour

former 1’urine définitive qui sera excrétée.

Le glomérule

Les glomérules sont situés dans le cortex du rein. L’urine primitive y est formée par
ultrafiltration du sang au travers d’une barricre composée de trois couches successives : les
cellules endothéliales du capillaire glomérulaire, la membrane basale glomérulaire et des cellules
épithéliales spécialisées situées de 1’autre c6té de la membrane basale glomérulaire

(MBG) que sont les podocytes (Figure 9).

A
Artériole afférente

‘-—‘-»""" > o
—"'-‘”"'»-._ " -
P c ol s
/-‘.__*N' \\‘\ "
‘
)) 4
(\‘°U v_
‘ S~
Artériole efférente »

Endothélium fenestré

Figure 9: Le glomérule. (A) Représentation schématique d’un glomérule mature modifié d’apres'®. Le
glomérule est composé de différents types cellulaires incluant les cellules de la capsule de Bowman (BC) ou
cellules épithéliales pariétales, les podocytes (P), les cellules endothéliales fenestrées (E), les cellules
mésangiales (M). Les capillaires glomérulaires et le mésangium sont séparés des podocytes par la membrane
basale glomérulaire (vert). Plusieurs anses capillaires coexistent dans le glomérule (C) soutenues par les cellules
mésangiales. Le sang apporté au glomérule par 1’artériole afférente, traverse les anses capillaires et repart par
I’artériole efférente. Les cellules du mésangium extra-glomérulaire sont situées entre ces deux artérioles. (B) La
barriere de filtration glomérulaire vue en microscopie €lectronique. La barriere de filtration glomérulaire est
composée de 3 couches: ’endothélium (E), la membrane basale glomérulaire (MBG) et les pieds des podocytes
(P) qui sont séparés 1’'un de 1’autre par la fente de filtration. (C) Podocyte vu en microscopie €lectronique,
composé d’un corps, d’expansions principales et des pieds.

Les podocytes

Les podocytes sont des cellules hautement spécialisées, ayant une organisation cellulaire et

une cytoarchitecture complexes divisées en trois segments différents au plan structural et
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fonctionnel : le corps cellulaire, les expansions principales et les pieds des podocytes. Les
pieds des podocytes ont une organisation et un agencement en réseau entrelacé
caractéristique, connectés entre eux par le diaphragme de fente et formant la barriere de
filtration glomérulaire'®. Le diaphragme de fente est une structure protéique complexe
similaire a une jonction adhérente permettant de relier entre eux les pieds de différents
podocytes formant ainsi la chainon terminal empéchant la filtration de protéines. Cette
jonction adhérente forme une sorte de fermeture éclaire poreuse uniquement aux protéines de
poids moléculaire inférieur a celui de 1’albumine. Les protéines qui constituent le diaphragme
de fente (i.e. la néphrine, NEF1 (nephrin related factorl), FATI1...) ne sont pas toutes
identifiées et sont connectées, grace a d’autre protéines adaptatrices telle que NCK, au
cytosquelette d’actine. Le cytosquelette d’actine au sein des pieds des podocytes est constitué
par un réseau dense de filaments organisé en faisceaux parallele. Ce réseau d’actine constitue
une structure dynamique dont les propriétés rappellent celles de péricytes. La plupart des
protéines constituant le diaphragme de fente ont été identifiées chez ’homme a cause de
maladie génétique. Pour I’essentiel ces mutations résultent en une perte de fonction mais dans
certains cas au contraire il peut s’agir de mutation gain de fonction (i.e. TRPC6). Le
remaniement du cytosquelette d’actine conduit a 1’effacement des pieds des podocytes avec
perte du diaphragme de fente et le développement d’une protéinurie. Cette anomalie est la

marque principale d’une souffrance podocytaire.

Les capillaires glomérulaires

Le réseau capillaire glomérulaire s’intercale entre deux artérioles, I’afférente qui irrigue le
capillaire glomérulaire et I’efférente qui recoit le sang sortant du capillaire. Ces deux
artérioles émergent du glomérule a son pdle vasculaire. L’endothélium glomérulaire est de
type fenétré. Des pores endothéliaux d’un diametre de 60 a 100 nm, permettent aux éléments

sanguins de venir en contact direct avec la membrane basale glomérulaire sous-jacente.

La membrane basale glomérulaire

La MBG a une épaisseur deux fois supérieure a celle des membranes basales des autres tissus.
Celle-ci varie en effet, chez 1’adulte, de 310 a 350 nm. Elle est composée de trois
couches visibles en microscopie électronique : une zone centrale épaisse, dense aux électrons,
appelée lamina densa avec de part et d’autre une zone mince plus claire, la lamina rara

interna (du c6té de 1’endothélium) ou externa (en contact avec les podocytes). L’épaisseur
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importante de la MBG provient de la fusion, lors du développement du glomérule, des
membranes basales des cellules endothéliales et des podocytes. La MBG mature est
caractérisée par la présence d’isoformes spécifiques de protéines des membranes basales,
critiques pour le maintien de sa structure et de sa fonction : la laminine 11 (a5p2y1), les

chaines 03, a4 et a5 du collagéne de type IV, le nidogeéne et I’agrine'”.

En dedans de la membrane basale et des capillaires glomérulaires se trouve le mésangium qui
constitue le tissu de soutien des anses capillaires. Le mésangium est constitué d’un
compartiment cellulaire (les cellules mésangiales) et de matrice extracellulaire. Les cellules
mésangiales sont apparentées aux péricytes vasculaires'”'. En effet, ces cellules s’enroulent
autour des capillaires glomérulaires et ont des propriétés contractiles. Du fait de 1’absence de
membrane basale entre les cellules endothéliales et les cellules mésangiales, celles-ci sont
directement soumises a la pression hydrostatique du capillaire et sont capables, en se
contractant ou se relachant, de moduler la pression glomérulaire ainsi que la surface
d’ultrafiltration. La matrice mésangiale, sécrétée par les cellules mésangiales, differe par sa
composition de la MBG puisqu’on y retrouve les chaines al et a2 du collagéne de type IV
auxquelles s’associent du collagéne de type V, des laminines, de la fibronectine, des

protéoglycanes, de I’entactine et du nidogene.

Les cellules pariétales

En dehors des podocytes et séparé d’eux par la chambre urinaire, se trouve la capsule de
Bowman composée d’un épithélium pariétal assis sur une basale épaisse. On retrouve, au sein
de I’épithélium pariétal, des cellules ressemblant a des podocytes tant au plan ultrastructural
qu’au niveau des marqueurs de différenciation qu’elles expriment'”®. Ces cellules, appelées
podocytes pariétaux, sont plus fréquemment retrouvées a proximité du pdle vasculaire au
niveau de la transition entre épithélium viscéral et pariétal. Les fonctions des cellules
épithéliales pariétales sont mal connues. Ces cellules forment une barriere empéchant la sortie

de composant de 1’urine primitive au travers de la capsule de Bowman'”

. De plus, il semble
exister, au sein de ces cellules, certaines populations capables de se différencier en podocytes
et/ou en cellules tubulaires proximales'”. Néanmoins, la signification physiologique ou

physiopathologique de ces observations récentes reste a déterminer.

L’intégrité des structures glomérulaires permet une filtration efficace du plasma. En condition
physiologique, le débit de filtration glomérulaire est de 120 mL/min. Ainsi, environ 180 litres

de plasma sont filtrés chaque jour. La structure de la barriere de filtration glomérulaire limite
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considérablement le passage de protéines de haut poids moléculaire dans la chambre urinaire.
Ainsi, la quantité d’albumine présente dans 1’ultrafiltrat est estimée a seulement 30 mg/L soit

environ 1000 fois moins que sa concentration plasmatique'”

. L’urine primitive ainsi formée
est transportée vers le systeme tubulaire ou elle va subir des modifications importantes

aboutissant a la constitution de 1’urine définitive.

Le tubule rénal

Le tubule rénal est une structure épithéliale complexe comportant plusieurs segments
spécifiques qui se font suite. Chaque segment est composé d’un ou de plusieurs types

cellulaires présentant des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles spécifiques.

Le tube proximal

Le tubule proximal fait immédiatement suite au glomérule et représente quantitativement le
site majeur de réabsorption des constituants de 1’urine primitive devant €tre conservés par
I’organisme. Ainsi, la totalité du glucose, la quasi-totalité des protéines et des acides aminés
ainsi que la majeure partie du sodium et de 1’eau sont réabsorbées dans ce segment. Cette
activité de transport intense est soutenue au plan structural par une bordure en brosse au pdle

apical qui augmente la surface de contact entre les cellules proximales et 1’urine primitive.

Anse de Henle

Au tube proximal, fait suite une structure en épingle a cheveux appelée anse de Henle (du
nom de I’anatomiste allemand Friedrich Gustav Jakob Henle, qui fut le premier a la décrire).
Cette structure est responsable de la constitution du gradient osmotique cortico-papillaire qui

est nécessaire a la formation d’urines concentrées.

Tube contourné distal

L’anse de Henle se poursuit par le tube contourné distal suivi du tube connecteur, du tubule
collecteur et du canal collecteur. Si ces segments réabsorbent quantitativement peu
d’électrolytes, la réabsorption du sodium, du potassium et de 1’eau ainsi que 1’excrétion de
protons ou de bicarbonates y est treés finement régulée. Ces segments tubulaires jouent ainsi

un role central dans le maintien d’un bilan hydro-électrolytique équilibré.
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Les maladies rénales chroniques

Généralités

Les maladies rénales chroniques (MRC) correspondent a un ensemble de pathologies
responsables d’altérations structurales chroniques du rein et susceptibles d’en compromettre
la fonction. Ces affections sont en général caractérisées par une réduction progressive du
nombre de néphrons fonctionnels entrainant une dégradation de la fonction rénale. Au stade
d’insuffisance rénale terminale (IRT), la fonction rénale résiduelle devient incompatible avec

la survie du patient et un traitement de suppléance doit étre initié pour maintenir ce dernier en

vie.

Les causes de MRC sont tres variées. Ainsi, le rein peut étre affecté par des maladies
génétiques comme la polykystose rénale autosomique dominante, par des maladies
chroniques comme [’hypertension artérielle ou le diabéte sucré, ou par des maladies
inflammatoires comme les glomérulonéphrites primitives dont la plus fréquente est la
néphropathie a dépdts mésangiaux d’immunoglobulines A. Certaines infections rénales,
certains toxiques ou, plus trivialement, une résection chirurgicale peuvent également retentir

durablement sur la fonction rénale.

Bien que les causes des MRC soient tres vari€es, le diabete et I’hypertension artérielle sont
chacun a l'origine de 20% des cas d’IRC terminale en France. Les glomérulonéphrites

primitives et la polykystose rénale représentent 16% et 8% des cas respectivement'’®.

Epidémiologie
La MRC est devenue un enjeu de santé publique majeur au cours des dernieres années.
L’augmentation de 1’incidence et de la prévalence de la MRC et de son stade ultime, I'IRC

terminale, a été constatée a 1’échelle mondiale'”’

. En France, I’incidence et la prévalence de
I'IRT étaient respectivement estimées a 150 et 1098 cas par million d’habitants en 2009'°. La
progression annuelle de ’incidence est estimée a 1,5% et celle de la prévalence a 4%. Cette
augmentation est un phénomene mondial affectant les pays développés comme les pays en

voie de développement'”’

. Le cofit économique associé a la dialyse ou a la transplantation
rénale étant considérable, le poids de la prise en charge de I'IRT dans les dépenses de santé,
déja important (5% du budget sanitaire au Japon et 6% aux Etats-Unis) est appelé a
augmenter. A ce fardeau économique s’ajoute un cofit humain important, puisque I’'IRC

terminale est associée a une mortalité et une morbidité importantes auxquelles il faut ajouter
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les contraintes existentielles qu’impose une prise en charge en dialyse ou, a un moindre degré,
une transplantation rénale.

S’il est établi que seule une minorité des patients présentant une MRC évolue vers I'IRC

178

terminale’ °, la réduction du débit de filtration glomérulaire (DFG) en dessous de 60

mL/min/1,73m?, est associée A une augmentation de la morbi-mortalité cardiovasculaire'”"®.
Ces données récentes conduisent a repenser le role des stratégies thérapeutiques visant a

freiner le déclin de la fonction rénale.

Progression des MRC

Quelle qu’en soit leur cause, les néphropathies chroniques sont caractérisées par un déclin
progressif de la fonction rénale aboutissant a I'IRC terminale. Cette détérioration progressive
n’est pas observée chez tous les patients, mais devient inéluctable deés que la fonction rénale

81 A cette dégradation fonctionnelle correspondent des altérations

est suffisamment altérée
structurales du parenchyme affectant tous les compartiments rénaux. Le développement de
ces lésions précede et accompagne le déclin du DFG. Les altérations du parenchyme associent
des modifications des glomérules (glomérulosclérose, hyalinose segmentaire et focale), de
I’interstitium (fibrose interstitielle, infiltrat inflammatoire) et des tubules (atrophie tubulaire et

dilatation tubulaire).

Notre connaissance des mécanismes de progression des MRC doit beaucoup aux modeles
murins de réduction néphronique. En particulier, I’introduction des techniques de
néphrectomie subtotale chirurgicale chez le rat dans les années 1930 a ét€ a 1’origine
d’importantes observations physiopathologiques dans le domaine de la progression des
maladies rénales. L’introduction dans les années 1970 des techniques de microponction
glomérulaire et tubulaire chez une lignée de rat présentant des glomérules tres superficiels (rat
Munich-Whistar) a rendu possible la mesure de la pression intraglomérulaire et du DFG des

néphrons restants aprés néphrectomie subtotale'®”.

La néphrectomie subtotale chez le rat s’accompagne en effet d’une insuffisance rénale sévere
rapidement suivie d’une augmentation de la pression hydraulique intracapillaire glomérulaire

183 Ces altérations

responsable d’une augmentation du DFG de chaque néphron restant
hémodynamiques s’accompagnent d’une augmentation du volume des néphrons restants,
maximale vers le 14°™ jour suivant la réduction néphronique. Cette augmentation de volume

des néphrons restant dépend de plusieurs mécanismes intriqués : prolifération et hypertrophie
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cellulaires'®*. Ensuite, apparaissent une protéinurie et une insuffisance rénale chronique qui
s’aggravent progressivement conduisant a la mort de 1’animal. Les 1ésions histologiques alors
observées dans ce modele sont trés superposables a celles des MRC chez I’homme. Il fut
ensuite mis en évidence que les interventions s’opposant a 1’hyperfiltration glomérulaire
initiale, au premier rang desquelles figure 1’emploi d’inhibiteurs du systéme rénine-

angiotensine, étaient associées 2 ralentissement de la progression des 1ésions rénales'.

Ces observations jouerent un role crucial dans 1’élaboration d’une théorie générale de la
progression des MRC : la théorie de la surcharge des néphrons restants'®. Selon cette théorie,
les mécanismes adaptatifs mis en jeu apres réduction néphronique vont avoir pour
conséquence d’accroitre les contraintes mécaniques et métaboliques imposées aux néphrons
restants, favorisant ainsi leur dégradation progressive par des mécanismes cellulaires et

moléculaires mal connus.

Altérations du compartiment glomérulaire

Le glomérule, de part sa position anatomique, subit directement I’augmentation des

contraintes mécaniques et métaboliques liées a la réduction néphronique.

Ainsi, apres réduction néphronique, un des premiers changements morphologiques observable
est une augmentation du volume glomérulaire'*™'®. L’élargissement des glomérules progresse
parallelement a celui de I’hypertrophie de I’ensemble du rein et apparait précocement

puisqu’il est décelable des le 2°™ Jour post néphrectomie subtotale'”

. Cette augmentation de
volume intéresse de la méme maniere tous les glomérules qu’il s’agisse des glomérules
superficiels ou profonds juxta-médullaire. L hypertrophie glomérulaire a été documentée
graice a la mesure de son volume en microscopie électronique mais également par
I’augmentation des ratios ARN/ADN et protéines/ADN glomérulaire'”. Cette hypertrophie

glomérulaire est la résultante d’une triple association combinant 1’expansion de la matrice

mésangiale, 1’élévation de la pression intracapillaire et I’hypertrophie podocytaire.

L’hypertrophie glomérulaire est un mécanisme adaptatif a 1’hyperfiltration qui peut
malheureusement s’avérer délétere, avec la constitution progressive de 1ésions de hyalinose
segmentaire et focale puis de glomérulosclérose. Ainsi, I’hypertrophie glomérulaire, observée
sur des biopsies préimplantatoire chez certains donneurs de reins, est corrélée a une plus
mauvaise fonction rénale a long terme chez les receveurs'. De méme, il est fréquemment

observé une hypertrophie glomérulaire sur les biopsies rénales d’Aborigenes Australiens,
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population caractérisée par un petit poids de naissance, une réduction du nombre de néphron
et une grande prévalence de MRC'"*'*. S’il est trés probable que tous les compartiments
cellulaires du glomérule participent a la constitution des 1ésions glomérulaires, de nombreux
travaux expérimentaux ont amené a placer le podocyte au centre du processus lésionnel
responsable de la progression des lésions glomérulaires au cours des néphropathies

chroniques'"'*.

En effet, un premier faisceau d’arguments suggérant un rdle des podocytes dans la
constitution des 1ésions glomérulaires au cours de la MRC nous est fourni par 1’analyse des
déficits génétiques de protéines podocytaires. Chez la souris comme chez 1’homme, les
altérations des genes codant des protéines cruciales du podocyte sont responsables de lésions
glomérulaires et tubulointerstitielles superposables a celles observées au cours de la
progression des néphropathies chroniques'’.

De plus, une réduction du nombre de podocytes est attestée dans différentes MRC humaines
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ou expérimentales . Il existe également une corrélation significative entre le niveau de

raréfaction podocytaire et I’importance des 1ésions glomérulaires.

Récemment, le lien de causalité entre perte podocytaire et 1é€sion glomérulaire a pu étre
démontré. En effet, Wharram et coll. ont produit des rats transgéniques exprimant
spécifiquement le récepteur humain a la toxine diphtérique a la surface des podocytes. Cette
construction, qui rend possible une déplétion podocytaire dépendante de la dose de toxine
diphtérique injectée, a permis de montrer que la perte podocytaire induisait des lésions
glomérulaires dont la sévérité s’aggravait avec la réduction du nombre de podocytes™. I
apparait ainsi qu’une perte podocytaire de I’ordre de 20% est associ€ée a une protéinurie
modérée et des remaniements histologiques mélant de 1’expansion mésangiale et de discretes
synéchies capsulaires. Dans cette situation, la fonction rénale est conservée. Une hypothese
pour expliquer cette protéinurie transitoire est, comme nous le verrons plus loin, la capacité
des podocytes survivant a couvrir rapidement la membrane basale mise a nue par la perte de
podocytes voisins secondaire a I’injection de la toxine diphtérique. Ceci permettrait d’éviter la
fuite protéique mais aussi la constitution de 1ésion de synéchies. Une déplétion podocytaire de
I’ordre de 21 a 40% induit une protéinurie modérée mais persistante, associée a une expansion
mésangiale, la formation de synéchies et de 1€sions de hyalinose segmentaire et focale. La
capacité de compensation des podocytes survivants serait dépassée expliquant la formation de

1ésions. Avec plus de 40% de la population podocytaire décimée, on constate 1’apparition
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d’une protéinurie abondant, des lésions de glomérulosclérose et une détérioration de la
fonction rénale. Les résultats de cette étude sont superposables a ceux obtenus avec des doses
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croissantes d’adriamycine chez le rat” ou en corrélant perte podocytaire et débit de

protéinurie chez des patients diabétiques™”.

Plusieurs mécanismes sont susceptibles de rendre compte de la diminution du nombre de
podocytes au cours de la progression des néphropathies chroniques. L’apoptose
podocytaire®”, la dédifférenciation podocytaire ou enfin le détachement des podocytes et leur
élimination dans 1’urine®” participent probablement, a des degrés divers, a la raréfaction des

podocytes.

La perte podocytaire est treés probablement exacerbée par les faibles possibilités d’expansion
de cette population cellulaire. En effet, contrairement aux autres cellules glomérulaires, les
podocytes ont, en dehors de certaines situations pathologiques particulieres®®, un faible

f207,208

potentiel proliférati . Cette particularité, que les podocytes partagent avec d’autres

N

cellules treés spécialisées comme les neurones, est en partie liée a une forte expression
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d’inhibiteurs de I’entrée en cycle (p21, p27 et pS7)~".

S’il est généralement admis que les capacités d’auto-renouvellement des podocytes sont tres
réduites, la possibilité d’une repopulation de ce « pool » par des cellules initialement non
podocytaires est actuellement débattue. En effet, certaines observations expérimentales ont

suggéré que les cellules hématopoiétiques'**"!

ou certaines cellules de la capsule de
Bowman'”* pouvaient se différencier en podocytes. L’existence réelle de ces phénoménes
ainsi que leur contribution a la constitution des lésions glomérulaires restent encore

incertaines®'".

Ainsi il reste communément admis que dans le contexte d’hypertrophie glomérulaire
secondaire a la réduction néphronique, la raréfaction podocytaire entraine un déséquilibre
entre une densité podocytaire plus faible et une augmentation de la surface endothéliale
glomérulaire a couvrir. Ce déséquilibre est directement proportionnel a 1’apparition de l1ésions
de hyalinose segmentaire et focale. Ces 1ésions sont associées a un détachement des pieds des

podocytes de la MBG'*'"*®,
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Altérations du compartiment tubulointerstitielle

La réduction néphronique résulte donc en une hypertrophie glomérulaire adaptative avec le
risque de développement progressif de 1ésions glomérulosclérose mais aussi d’altération du

compartiment tubulointerstitielle.

Brievement, les mécanismes de développement de la fibrose sont complexes et constituent un
facteur de I’auto-aggravation des Iésions rénales. La fibrose est la conséquence d’une
augmentation quantitative de la matrice extracellulaire rénale mais aussi de modifications
qualitatives de celle-ci*”. Si la plupart des études ont montré qu’au cours des néphropathies
chroniques, les principales cellules productrices de la matrice extracellulaire étaient les
fibroblastes interstitiels*'**">. L’origine des fibroblastes responsables de la fibrose interstitielle
est trés débattue et pourrait provenir de cellules tubulaires®'®, de cellules endothéliales*'’ ou
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comme cela a été évoqué plus récemment, de péricytes™". La réalité de la transition épithélio-

mésenchymateuse des cellules rénales fait 1’objet actuellement d’un vif débat®".

L’adaptation des cellules tubulaires a la réduction néphronique est initialement marquée par
une augmentation de la masse des cellules tubulaires. Le déclin de la fonction rénale
ultérieure s’associe quant a lui a une raréfaction, une atrophie et une dédifférenciation des
cellules tubulaires a laquelle s’ajoute une augmentation de leur prolifération'®*****'  Des
résultats obtenus récemment par 1’équipe de J.V. Bonventre semblent lier plus directement
prolifération des cellules tubulaires et fibrose rénale’”. Ce groupe a montré que, dans
différents modeles de néphropathies chroniques, les cellules tubulaires bloquées en phase de
transition G2/M du cycle cellulaire était responsable de la sécrétion de molécules favorisant la
progression de la fibrose rénale. Ce blocage est dépendant de la voie ATM/ATR (ataxia
telangiectasia mutated). Le role de la prolifération, de la mort et de la desquamation des

cellules tubulaires au cours de la progression des MRC n’est que tres partiellement compris.

Comme nous 1’avons vu, au cours de la réduction néphronique vont se développer des lésions
de hyalinose segmentaire et focale associées a une protéinurie. De nombreuses études ont
démontré, chez ’homme, une forte association entre le débit de la protéinurie et le risque de
progression des maladies rénales®”. De plus, le contrdle de la pression artérielle et le blocage
du systeme rénine-angiotensine-aldostérone réduisent le débit de protéinurie et ralentissent la
progression des néphropathies chroniques™*. L’exposition des cellules tubulaires proximales

en culture a de fortes concentrations de protéines plasmatiques, incluant 1’albumine, les

protéines du systeéme du complément, les immunoglobulines ou la transferrine, est associée a
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la sécrétion de molécules pro-fibrosantes et pro-inflammatoires mais aussi a la prolifération
ou ’apoptose”. Si ’albumine représente la protéine plasmatique dont les actions déléteres
sur le tubule ont été les plus étudiées, certaines observations expérimentales originales
conduisent a reconsidérer son rdle dans la progression des 1ésons rénales. En effet, il a été
observé dans les années 1990 que des rats spontanément analbuminémiques soumis a
différents modeles de néphropathies chroniques développaient des lésions au moins aussi
marquée que les rats normo-albuminémiques, en dépit d’une réduction importante de la
protéinurie et d’une albuminurie nulle®**”’. Ces rats présentent cependant une
hypertriglycéridémie ainsi qu’une augmentation des globulines circulantes qui pourraient
jouer un role délétere dans la progression des lésions rénales. Plus récemment, il a pu étre
montré que I’inhibition de I’endocytose protéique par les cellules tubulaires proximales ne
modifiait pas la progression des 1ésions tubulo-interstitielles dans un modele de néphropathie
protéinurique***. Enfin, il faut signaler que la grande majorité des études ayant suggéré que la
protéinurie pouvait jouer un role délétere dans la progression des 1ésions rénales chroniques
était basée sur l’effet spectaculaire des bloqueurs du systéme rénine-angiotensine sur la
diminution du débit de protéinurie et la progression des 1€sions rénales. Cependant, chez le
rongeur, le blocage du systéme rénine-angiotensine a un effet protecteur sur le parenchyme

rénal dans des modeles de néphropathies non protéinuriques®****’

, si bien que la protéinurie ne
pourrait étre ici qu’un facteur confondant. Ainsi, si I’albuminurie et la protéinurie sont des
biomarqueurs cliniques extrémement précieux, le lien causal entre protéinurie et progression

des maladies rénales n’est pas indiscutablement établi a ce jour.

44



TROISIEME PARTIE: SYNDROME DES
ANTIPHOSPHOLIPIDES ET MALADIE RENALE
CHRONIQUE

Généralités

Définitions

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL), ou syndrome de Hugues, est défini par
I’association d’évenements cliniques (thromboses artérielles/veineuses et/ou d’avortement
spontanés a répétitions) a la présence d’anticorps antiphospholipides®'. La définition du
SAPL appariit en 1992** mais fiit officiellement reconnue en 1998 au cours de la 8™
conférence sur les anticorps antiphospholipides 2 Sapporo (Japon)*”. Il peut étre « primaire »,
c’est a dire isolé, ou « secondaire » c’est a dire associé a une autre maladie auto-immune. Les
anticorps antiphospholipides sont des auto-anticorps dirigés contre des phospholipides, des
protéines se liant aux phospholipides ou bien les deux. Les phospholipides, constituants
normaux des membranes biologiques, forment une famille de molécules possédant en
commun un squelette glycérophosphate, deux chaines d’acides gras et une té€te de nature
variable. Il existe 3 grand types d’anticorps antiphospholipides : anticoagulants circulants de
type lupique, les anticorps anti-p2-glycoprotéine-1 (anti-B2-GPI) et les anticorps anti-

cardiolipines.

Signification et dépistage des anticorps antiphospholipides

Anticoagulant circulant

Les anticoagulants circulants sont caractérisés par leur action anticoagulante in vitro, c’est-a-
dire leur capacité a allonger le temps des tests de coagulation en laboratoire et en particulier
ceux dépendant de la présence de phospholipides. Bien qu’ils soient anticoagulant in vitro, ils
favorisent la thrombose in vivo. L’anticoagulant circulant fat décrit pour la premiere fois en
1952 chez deux patients atteints de lupus érythémateux disséminé avec un allongement
spontané du temps de coagulation®*. Cet allongement du temps de coagulation n’était pas
corrigeable par 1’adjonction de plasma de patients sains suggérant ainsi, non pas un déficit en
facteur de coagulation, mais la présence d’un inhibiteur circulant. Malgré cette découverte
ancienne, peu de propriétés des anticoagulants circulants sont connues. L’anticoagulant

circulant correspondrait a une immunoglobuline de type IgG ou IgM, et n’est détectable que
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dans les tests dépendants des phospholipides. L’hypothése actuelle reposant sur une
compétition in vitro de 1’anticoagulant circulant avec les facteurs de coagulation vitamine K
dépendant sur les sites chargés négativement des phospholipides modifiant ainsi la réaction.
Les tests actuels pour mettre en évidence I’anticoagulant circulant sont uniquement qualitatif
et ne permettent pas d’identifier I’antigeéne cible. Il est important de noter, et nous reviendrons
dessus par la suite, que cet anticorps improprement appelé, anticoagulant circulant, possede

dans la plupart des cas une activité dépendante de la protéine 2-GPI*”.

La présence d’un anticoagulant circulant représente 1’indice le plus important du risque

thrombotique***

. Ainsi, la détection d’un anticoagulant circulant chez une femme de moins de
50 ans multiplie par 40 le risque d’accident vasculaire cérébral et par 5 le risque d’infarctus
du myocarde. Egalement, la présence d’un anticoagulant circulant chez la femme enceinte est

fortement associée au risque de fausse couche avant la 24°™ semaine de gestation™°.

Anticorps anti-p 2-GPI

L’existence d’anticorps anti-2-GPI fht décrite pour la premiere fois en 1990 par 3 groupes
différents™” > La f2-GPI (ou APOLIPROTEINE H) est une apolipoprotéine présente dans le
plasma de sujets normaux dont le rdle principal est d’inhiber la coagulation en empéchant
I’hémostase primaire (inhibe le relargage plaquettaire de sérotonine) et 1’hémostase
secondaire via son action sur la voie intrinseque de la coagulation. La 2-GPI est constituée
d’une seule chaine polypeptidique de 326 acides aminés organisée en cinq structures
répétitives, numérotées de I a V du N- au C-terminal, d’environ 60 acides aminés chacune, le
domaine V étant le plus long. C’est sur ce cinquieme domaine que se situe le site principal de
liaison aux phospholipides anioniques. Seul les anticorps dirigés contre le domaine I de la 32-

GPI semble étre corrélés avec le risque thrombotique et d’avortement spontané>****!

. Ainsi,
I’injection systémique, dans un modele murin de SAPL, du domaine I de la f2-GPI suffit a
réduire I’activité de la maladie**”. Il a également été montré que les anti-B2-GPI dirigés contre
le domaine I pouvaient exercer une activité de type anticoagulant circulant®*. Il est important
de noter qu’au sein méme du domaine I de la B2-GPI il semble exister différents épitopes, et
qu’il existe des polymorphismes de P2-GPI, dont un (VAL247LEU) est particulierement
retrouvé chez les patients porteurs de SAPL. Ce polymorphisme est responsable de

modifications de la structure tertiaire de la protéine®****.
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Par contre les anticorps dirigés contre les autres domaines semblent moins associé€s au risque
thrombotique, tel que ceux dirigés contre le domaine V de la $2-GPI, fréquemment retrouvés
chez les patients atteints de lepre, ou bien encore les anticorps dirigés contre le domaine IV de

la B2-GPI observés chez les jeunes enfants®***’,

La présence isolée d’anti-32-GPI dans différentes études ne semble pas augmenter de maniere
tres significative le risque thrombotique ou de perte feetale mais les résultats sont
contradictoires™. Ces variabilités sont 2 mettre sur le compte de 1’absence de standardisation
des tests ELISA de dépistage de ces auto-anticorps. L’arrivée prochaine de test ELISA
comportant spécifiquement le domaine I de la f2-GPI permettra certainement d’améliorer la

spécificité de détection des anticorps.

Anticorps anti-cardiolipines

Les cardiolipines (ou cardiolipides) sont phospholipides anioniques présent dans la membrane
interne des mitochondries. Ces phospholipides doivent leur nom a leur découverte initiale
dans les mitochondries des cellules cardiaques de bovins en 1942. Les cardiolipines
constituent I’antigéne principal du test sérologique de la syphilis de Wasserman expliquant
ainsi la fausse positivité du test chez les patients ayant des anticorps anti-cardiolipines®*®. Ils
furent corrélés avec la survenue de thrombose au cours du lupus érythémateux disséminé en
1983**. En réalité les anticorps anti-cardiolipines ne sont pas dirigés directement contre les
cardiolipines mais contre un complexe formé par les cardiolipines avec un cofacteur, dont le
principal est la f2-GPI. Ainsi on distingue maintenant schématiquement les anticorps anti-
cardiolipines dépendant ou non de la $2-GPI. Les anticorps anti-cardiolipines non dépendant
de la PB2-GPI sont souvent observés de manicre transitoire (par exemple au cours de
pathologies infectieuses) et faiblement associé a un risque de thrombose ; alors que les

anticorps anti-cardiolipines dépendant de la 32-GPI correlent avec le risque thrombotique.

Modeles expérimentaux

Des modeles expérimentaux ont été développés afin d’étudier de SAPL. On distingue
schématiquement deux types de modeles de souris: un modele de souris développant
spontanément des anticorps de type SAPL, et un modele de souris dit induits, ot des

anticorps de patients porteurs de SAPL sont purifiés et administrés a des souris.
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Modeles spontanés

Deux lignées de souris ont été identifiées comme développant spontanément des anticorps
antiphospholipides et des manifestations proche de celles de I’homme : les souris MRL/lpr et
les souris NZBxNZW (F1)

Les souris MRL/Ipr portent une mutation du géne Fas qui code pour la protéine FAS (ou
CD95). Cette protéine est une protéine transmembranaire appartenant a la famille du
récepteur du TNF. Une fois liée a son ligand, FAS recrute la procaspase 8 et induit 1’apoptose
cellulaire par la voie dite extrinseque. Cette voie d’apoptose joue un role crucial dans le
systéme immunitaire en induisant 1’apoptose des lymphocytes T activés. La mutation chez les
souris MRL/Ipr est une mutation inactivatrice responsable d’un défaut d’apoptose et de
I’accumulation de cellules lymphocytaire T auto-réactives. Ces souris développent des 1’age
de 2 mois une maladie semblable a celle d’un lupus érythémateux disséminé associé des titres
élevés de IgG anticardiolipines mais sans anticorps anti-$2-GPI ou anticoagulant circulant.
Ces anticorps anticardiolipines sont associ€és a une thrombopénie et des portées de faible
nombre™’. L’analyse histopathologique de ces souris montre une vasculopathie du systeéme
nerveux central avec occlusions vasculaires et infiltrat périvasculaire des plexus
choroides®™"*".

Le deuxieme modele spontané correspond aux souris issues du croisement NZBxNZW (F1).
Ces souris développent une maladie auto-immune trés proche de celle du lupus érythémateux
chez I’homme, mais pour lesquelles la ou les mutation(s) génétique(s) responsable(s) n’a (ont)
pas été formellement identifiée(s). La physiopathologie en est trés mal connue et repose sur
une production excessive d’INFa (interféron alpha). En dehors des manifestations liées au
lupus, ces souris présentent des symptomes évocateurs de SAPL avec la constitution
d’évenements thrombotiques et des anticorps de type anticardiolipines ou encore anti-2-GPI.
Malheureusement, ces 2 modeles ont de grandes limites. En effet, ces souris présentent avant
tout une maladie lupique, ensuite il existe une grande hétérogénéité de phénotype d’une souris
a une autre, et enfin elles ne récapitulent pas toutes les manifestations liées au SAPL. Pour

pallier a ces limites des modeles induits ont été développés.

Modeéles induits

L’injection d’IgG purifiées de patients ayant un SAPL chez la souris Balb/c gestante induit un
avortement en 48h avec histologiquement une nécrose, des dépots d’IgG et de fibrine”**>. Ce

model est utilisé pour comprendre la physiopathologie des avortements spontanés chez les
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patientes atteintes de SAPL. Il a ainsi pu étre démontré que 1’héparine jouait un role préventif
au cours de ’avortement spontané en bloquant 1’activité du complément plutét que par son
effet anticoagulant comme cela était supposé initialement®”.

Si ce modele permet d’étudier de maniere reproductible 1’avortement induit par les anticorps
antiphospholipides, il n’est pas aisé pour étudier les thromboses.

En effet, I’injection d’anticorps antiphospholipides chez la souris, qu’il s’agisse d’IgG
purifiées de patients ayant un SAPL, d’anticorps anti-B2-GPI monoclonaux obtenu a partir
d’hybridome de souris ou encore de sérum complet de patients, n’induit pas de thrombose
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spontanément . Pour cela, un deuxieme éveénement tel qu’une Iésion traumatique de

I’endothélium est nécessaire pour activer 1’endothélium.

Physiopathologie des thromboses au cours du SAPL

Les thromboses peuvent survenir dans n’importe quelle type de vaisseaux (arteres, veines ou
microcirculation) mais touchent avec prédilection le réseau veineux profond et les arteres
cérébrales. La physiopathologie de la thrombose au cours du SAPL reste mal connue (Figure
10). De plus en plus d’éléments convergent pour donner un role central a la f2-GPI au cours
de la physiopathologie du SAPL. En effet, comme nous I’avons vu les anticorps
anticardiolipines pathologiques ou les anticoagulants circulants les plus associés aux
thromboses sont ceux qui lient la f2-GPI. L’hypothese retenue actuellement repose sur une
modification post-traductionnelle de la 2-GPI aboutissant au développement du SAPL chez
des patients prédisposés. La [32-GPI circule sous forme réduite avec une forme cyclique dans
le plasma de sujets sains. Chez les patients avec SAPL elle se trouve oxydé et perd sa
structure cyclique pour adopter une conformation linéaire qui expose le fameux domaine |
immunogene normalement non exposé. Chez des patients ayant une susceptibilité a 1’auto-
immunité cette exposition du domaine I induit une rupture de tolérance et la formation

d’anticorps spécifiquement dirigés contre lui*®

. Le complexe anticorps-p2-GPI interagit a la
surface de 1’endothélium, des plaquettes ou encore des monocytes, avec de nombreux
récepteurs tels que TLR2 (toll-like receptor-2), TLR4, TLR8, Annexin A2, la glycoprotéine
Iba. (GPIbar) ou ApoER2*”. L’invalidation de certains de ces récepteurs tels que TLR4,
Annexin A2 ou encore LRP8 chez la souris, réduit I’incidence des thromboses apres injection
d’anticorps antiphospholipides mais ne permet pas une prévention compléte de celles-ci*™.

Ainsi, il apparait comme probable que ces récepteurs agissent de maniere synergique au cours
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de la physiopathologie de la thrombose. L’interaction du complexe anticorps-B2GPI a la
surface des cellules endothéliales et des monocytes induit 1’activation de nombreuses voies de
signalisations dont les mieux caractérisée sont I’activation de NFkB (Nuclear factor kB) et de
p38 MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase)™’. Cette activation induit I’expression de
molécules d’adhésions (cell adhesion molecule-1, vascular cell adhesion molecule-1, E-
selectin), la sécrétion de cytokines et de Facteur Tissulaire (activateur de la coagulation)™'*’.

Ce complexe induit a la surface des plaquettes 1’expression de la Glycoprotéine 2b3a et la

synthése de Thromboxane A2,

anti-p,-glycoprotein | antibody

: stabilization by antibody /

B,-glycoprotein |

; phospholipid binding
\ and conformational change

TLR2/4/8

Figure 10: Séquences d’événements conduisant a I’activation cellulaire par le complexe
anticorps-p2-GPI. La 32-GPI n’est pas reconnue comme pathogénique dans la circulation. Quand
les phospholipides membranaires chargés négativement sont exposés, la f2-GPI se fixe a leurs
surfaces et change de conformation. Cette étape entraine 1’exposition d’un épitope cryptique au sein

du domaine I qui est alors reconnu par les anticorps pathologiques. Le complexe anticorps-p2-GPI

peut ensuite interagir avec de nombreux récepteurs. D’aprés®.

Il est important de retenir que les anticorps antiphospholipides sont présents dans la
circulation sanguine de maniere constante et que la thrombose ne survient que dans certaines
situations supportant ainsi 1’hypothése de la nécessité d’un deuxieme événement dont la

nature exacte n’est pas connue.

Les anticorps antiphospholipides semblent aussi jouer directement sur la coagulation avec une

possible action directe inhibitrice des anticorps antiphospholipides sur la protéine C ou encore
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un effet direct générant une résistance a 1’Annexine V, deux puissants inhibiteurs de la
coagulation, mais aussi en favorisant une augmentation des concentrations de facteur de von

Willebrand?**-2,

Le complément joue également un role clé dans les modeles murins de SAPL. Ainsi,
I’invalidation chez la souris de genes codant pour des protéines du complément, C3 ou C5,
permet de prévenir les thromboses ou les pertes foetales induites par les anticorps
antiphospholipides®***. Chez I’homme, 1’observation en immunohistochimie de dépots de
fragment du complément activé sur du placenta de patientes atteintes de SAPL, ou encore
I’efficacité de I’eculizumab (anticorps monoclonal anti-C5 bloquant 1’activité terminale du
complément) dans certaines microangiopathies liées aux anticorps antiphospholipides

soutiennent cette hypothése® >,

Il est important de noter que pour l'instant le seul traitement dans ces situations reste
I’anticoagulation efficace au long court mais celle ci ne permet pas de prévenir intégralement
le risque thrombotique. Les récentes avancées dans la physiopathologie du développement de
la thrombose au cours du SAPL a conduit les industriels a développer de nouveaux anticorps
bloquant la liaison du domaine I de la $2GPI avec les anticorps dirigés contre. Cette approche

est actuellement en cours d’évaluation.

Lésions vasculaires liées au SAPL

A coté de ces manifestations thrombotiques, d’autres 1ésions moins connues ont été décrites
mais au potentiel probablement tout aussi dévastateur. Ces lésions vasculaires ont été

initialement décrites dans les reins puis dans d’autres organes.

Lésions vasculaires liées aux SAPL dans le rein

Le rein constitue une cible majeure au cours du SAPL. Les manifestations les plus connues
sont les thromboses artérielles ou veineuses, les sténoses des arteres rénales induisant de
I’hypertension réno-vasculaire et les infarctus rénaux partiels. Outre ces 1ésions classiques,
d’autres types de lésions avaient été décrites par différentes équipes®*®>". En effet, il avait été
observé chez des patients atteints de lupus érythémateux disséminé associé a la présence d’un
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anticoagulant circulant, des lésions de microangiopathies thrombotiques . Ces lésions,

observables uniquement en microscopie, sont caractérisées par la formation d’agrégats
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plaquettaires et de thromboses des petites artérioles et des capillaires artériolaires. En 1998,
D. Nochy et coll proposerent une classification des lésions rénales liées au SAPL qu’ils
dénommerent : néphropathie associées aux antiphospholipides®. Cette classification
distingue:

- Lésions aigues caractérisées par la présence de 1ésions de microangiopathie thrombotique

(Figure 11A).

- Lésions chroniques définies par: la présence d’une hyperplasie fibreuse intimale des
artérioles rétrécissant leur lumiere (Figure 11B), de I’atrophie corticale focale et un aspect

pseudothyroidien (Figure 11C) des tubes témoignant du processus ischémique.

Il est important de noter que ces lésions surviennent méme en présence d’une anticoagulation

efficace.

Ces lésions rénales ont aussi été retrouvées chez des patients ayant un SAPL secondaire (en
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pratique associé€ a un lupus érythémateux disséminé)

Figure 11 Lesmns hlstologlques observées au cours de la nephropathle associée au SAPL. (A)
Microangiopathie thrombotique avec thrombose d’une artériole glomérulaire (fleche). (B) Lésion vasculaire avec
aspect d’hyperplasie fibreuse intimale. (C) Aspect pseudothyroidien des tubes témoignant de 1’ischémie

. . 279
tissulaire. D’apres™ .

Ces Iésions histologiques d’APSN surajoutées a des 1ésions de néphropathies lupiques ont un
impact fonctionnel certains puisque elles sont associées a une hypertension artérielle et une
créatininémie plus élevée au moment de la biopsie du rein *”’, mais leur impact a plus long

terme reste débattu®’®,

Apres transplantation rénale, le risque le mieux caractérisé chez les patients ayant un SAPL

primaire ou secondaire est d’avoir une thrombose des vaisseaux rénaux. En dehors de ces
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thromboses, nous avons récemment rapporté qu’il existe un risque élevé de récidive de
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néphropathie liée au SAPL sur le greffon””. Cette récidive est associée a une augmentation
rapide et sévere des scores de lésions vasculaires et réduit significativement la survie du

greffon.

Lésions vasculaires liées aux SAPL dans d’autres organes

Comme pour le rein, ces 1€sions vasculaires ont été rapportées dans d’autres territoires tel que
les membres inférieurs, le cerveau ou encore les vaisseaux pulmonaires. Les lésions consistent
essentiellement en de 1I’hyperplasie intimale asymétrique rétrécissant ainsi la lumiere artérielle
conduisant a une ischémie des territoires d’aval®’. Ceci a été particulierement bien documenté
au cours du syndrome de Sneddon qui associe un livédo réticularis et des accidents
vasculaires cérébraux. Les 1ésions vasculaires au cours de ce syndrome sont visibles sur les
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vaisseaux cutanés et les artérioles cérébro-méningées . L’incidence exacte de ces 1ésions

est mal connue et certainement sous-estimée car peu d’études y ont été consacrées.

Il apparait donc qu’a coté des Iésions les plus connues, que sont les thromboses et les
avortements spontanés au cours du SAPL, il existe un autre type de lésions vasculaires
artérielles caractérisé par I’épaississement de 1’intima conduisant a une ischémie progressive
du territoire d’aval. A notre connaissance, aucune étude n’a été réalisée pour en comprendre

les mécanismes physiopathologiques.
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QUATRIEME PARTIE: ROLE DE mTORC ET AKT DANS LA
PHYSIOPATHOLOGIE RENALE

Réle des complexes mTORC dans la physiopathologie rénale
Néphropathie diabétique

La néphropathie diabétique touche pres de 40% des patients porteurs de diabete sucré. Elle se
manifeste initialement sous forme d’une albuminurie de faible abondance, appelée
microalbuminurie, puis son amplitude va croitre pour devenir de rang néphrotique. La
protéinurie s’accompagne d’hypertension artérielle associée a une perte de fonction rénale
progressive qui aboutira a I’insuffisance rénale chronique.

La physiopathologie de la néphropathie diabétique est trés complexe impliquant plusieurs
voies de signalisations. En particulier, la voie mTORC pourrait jouer un rdle central au cours
du diabete de type 2 o I’insulinorésistance périphérique constitue un point crucial®'. Au cours
du diabete de type 2, I’exces de nutriments stimule directement la voie mTORC1 qui semble
jouer un role important dans le développement de ces lésions. En effet, 1’hyperactivité
podocytaire de la voie mTORCI1 a été observée précocement dans les modeles murins de
néphropathie diabétique (streptozotocine et souris db/db) mais aussi chez 1’homme,
I’ensemble coincidant avec le développement de I’hypertrophie rénale et 1’expansion

mésangiale®.

De plus, D’administration de rapamycine chez 1’animal ou encore
I’haploinsuffisance podocytaire de Raptor, permettent de ralentir la progression des 1ésions de
néphropathie diabétique®®. Ceci est en accord avec la résistance des souris S6KI” pour
développer des Iésions de néphropathie diabétique*. A contrario, la délétion podocytaire de
TSC1 entraine la stimulation excessive de mTORCI, et les souris développent une
protéinurie et des lésions glomérulaires évocatrices de néphropathie diabétique réversibles

avec de la rapamycine™*.

Néphropathie du vieillissement et autophagie

Le vieillissement s’accompagne d’un déclin de la fonction rénale chez ’homme et 1’animal,

estimé chez ’homme 2 10% par décennie®®

. Ceci correspond, suivant les études, a une perte
de 0,4-1,02ml/min/année*****. Ce déclin de fonction a été attribué a une perte du nombre de
glomérules fonctionnels et une augmentation du nombre de glomérules scléreux™. Si ces

données restent encore débattues chez 1’homme, elles sont mieux caractérisées dans les
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modeles murins. Ainsi, chez le rat Sprague Dawley il est observé une réduction du nombre de

20 Ces lésions

néphron fonctionnel qui va en s’aggravant au bout de quelques mois de vie
sont caractérisées par des lésions glomérulaires associant de I’expansion mésangiale, un
épaississement de la capsule de Bowman, une réduction du nombre de podocyte puis des
lésions de hyalinose segmentaire et focales. Ces anomalies s’accompagnent de lésions
tubulointerstitielles progressives. Cette évolution n’est pas systématique mais dépend du fond
génétique, du sexe, de I’environnement ainsi que du type d’alimentation™”. Dans ces modeles,
un role de la voie mTORCI1 a été évoqué. En effet, la rapamycine ou I’invalidation de S6K1
chez la souris permettent de ralentir les effets du vieillissement et d’allonger la survie”'*,
Plus spécifiquement pour le rein, la restriction calorique, sans dénutrition, permet de prévenir
Papparition de 1ésions glomérulaires®’. Parmi les mécanismes mis en jeu dans le
ralentissement du vieillissement via I’inhibition de mTORCI, un rdle pour I’autophagie a été
évoqué.

Le role de ’autophagie dans le rein a été récemment exploré dans le rein®”’. Chez la souris
adulte I’autophagie est principalement décelable dans les podocytes. Pour mieux caractériser
son role podocytaire, T.B. Huber et coll ont étudiés des souris dont le gene ATGS5, géne codant
pour une protéine impliquée dans 1’autophagie, a été invalidé dans les podocytes™’. Ces souris
partiellement déficientes pour 1’autophagie ont un phénotype similaire aux souris contrdles
pendant les premiers mois de vie. Cependant, en vieillissant (8-12 mois) elles développent
progressivement une protéinurie modérée associée a des 1ésions de glomérulosclérose, de la
fibrose interstitielle et des dilatations tubulaires. De plus ces souris ont une susceptibilité
accrue au développement de 1é€sions rénales lorsqu’elles sont soumises a différentes
agressions podocytaires. Ces données suggerent donc un rdle de 1’autophagie podocytaire
dans le vieillissement rénale. Chez I’homme, 1’autophagie est décelable dans les podocytes au
cour de maladies associées a de la protéinurie (hyalinose segmentaire et focale,

glomérulonéphrite extramembraneuse). Ainsi, le role exact de 1’autophagie dans le rein n’est

pas parfaitement caractérisé et reste a élucider.

Protéinurie et rapamycine

L’introduction dans les années 1990 de la rapamycine comme immunosuppresseur en
transplantation d’organe a joué un role important dans l'intérét porté a la signalisation
podocytaire de mTORC. En effet, un petit nombre de patients recevant ce traitement

développent une protéinurie glomérulaire associée a des altérations structurales
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podocytaires™***°. Les patients présentant une réduction de la fonction rénale semblent plus
exposés a la survenue d’une protéinurie sous rapamycine suggérant que la réduction

néphronique puisse constituer un facteur prédisposant™’**,

Plusieurs groupes ont utilisé la néphrectomie subtotale ou 1’uropathie obstructive chez le rat
comme modeles de néphropathie chronique, et administré de la rapamycine ou de
Ieverolimus™” 7, Les résultats de ces études sont trés variables, les effets rapportés étant
parfois opposés dans le méme modele*”>”.

Ces données contradictoires tout comme la difficulté pour faire la distinction entre ce qui
revient de I’inhibition de mTORC1 ou mTORC2 par la rapamycine dans ces modeles ont
poussé I’équipe de T.B. Huber a réaliser I’invalidation conditionnelle dans le podocyte de

Raptor et Rictor™

. L’invalidation podocytaire du gene Raptor chez la souris est responsable
d’une protéinurie des 1’age de 4 semaines associée a des lésions de glomérulosclérose
accompagnées de 1ésions tubulo interstitielles. L’invalidation podocytaire de Ricfor n’entraine
pas de phénotype spontané. En revanche, ces souris sont plus sensibles a la néphropathie
induite par I’injection d’albumine bovine. Curieusement, les conséquences de la perte de
mTORC?2 sur I’état d’activation d’AKT n’ont pas été documentées dans ce travail. La double
invalidation a la fois de Raptor et de Rictor dans le podocyte résulte en un phénotype tres
sévere avec une protéinurie abondante deés les premieres semaines de vie associée a des

lésions glomérulaires et tubulointerstitielles aboutissant a la mort des souris entre 6-12

semaines.

Ainsi, cette étude apporte des informations trés intéressantes sur les fonctions des complexes
mTORCI1 et mMTORC?2 sans toutefois permettre de juger du role d’AKT dans les podocytes, et
n’apporte pas de réponse aux mécanismes de protéinurie induits par la rapamycine chez

’homme.

Polykystose rénale autosomique dominante

La polykystose rénale autosomique dominante de 1’adulte (ADPKD) est la maladie rénale
génétique la plus fréquente affectant entre 1:500 a 1:1000 personne dans le monde. Elle est
caractérisée par la formation de kystes multiples qui se développent dans les 2 reins au cours
de la deuxieéme ou troisieme décennie aboutissant progressivement a I’insuffisance rénale
terminale’”. La majorité des cas d’ADPKD sont dues & des mutations soit de PKDI (85-90%)
soit de PKD2 (10-15%) qui alterent le fonctionnement de la polycystine 1 (PC1) et 2 (PC2)

respectivement. PC1 est une large protéine (>460 kDa) transmembranaire qui posseéde une
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longue portion N-terminale extracellulaire, 11 domaines transmembranaires et une courte
portion intracytoplasmique C-terminale qui interagirait avec TSC1°*. La pathogénie de la
formation des kystes reste mal connue. Les mutations germinales de PKDI et PKD2 sont
présentes a 1’état hétérozygotes et nécessitent une seconde mutation (‘2" hit’) dite somatique
qui modifie le fonctionnement de la cellule tubulaire entrainant un exces de prolifération, une
augmentation de 1’apoptose, des anomalies de polarité ainsi qu’une désorganisation de la
matrice extracellulaire®”.

En 2005, en raison de ses propriétés antiproliférative, la rapamycine a été testée dans un

modele murin de polykystose rénale’

. Ce traitement eut pour effet spectaculaire de réduire le
nombre et la taille des kystes. L’activation intra tubulaire de la voie mMTORCI a ensuite été
confirmée de nombreux modeles murins® ainsi qu’au sein des sections tubulaires kystiques
chez les patients atteints d’ADPKD.

L’ensemble de ces observations, conduisit a la mise en place de 2 essais multicentriques
randomisés et en double aveugle chez les patients atteints d’ADPKD pour tester 1’efficacité
de la rapamycine ou de I’everolimus (un autre rapalog) sur la progression de la maladie®’"*.
Malheureusement, les résultats de ces 2 essais ont été décevant avec peu ou pas d’effet sur le
volume kystique et la fonction rénale. Les explications sont nombreuses, et parmi celles-ci
une pourrait étre une posologie de rapamycine insuffisante (voire Annexe 1)*”.

La cause de I’augmentation du tonus de la voie mTORCI1 au sein des cellules tubulaires chez
le patient polykystique n’est pas claire. L’invalidation de PTEN dans les cellules tubulaires,
régulateur négatif d’AKT et donc de mTORCI, n’entraine pas la formation de kyste, mais
I’invalidation homozygote de TSCI est responsable de I’apparition de nombreux kystes

rénaux associée a une activation de mTORC1°"°.

Sclérose Tubéreuse de Bourneville (STB)

La STB est une maladie génétique autosomique dominante résultant de la mutation d’un des
deux geénes Tscl ou Tsc2’''. Ces mutations sont responsables de nombreuses d’une atteinte
multi organes incluant le systéeme nerveux central, la peau, le coeur, les poumons et les reins.
L’atteinte rénale au cours de la STB comporte essentiellement par des Iésions tres
particulieres appelées angiomyolipomes. Les angiomyolipomes sont des tumeurs bégnines
composées de vaisseaux anormaux, de cellules musculaires lisses immatures et de cellules
graisseuses. D’autres 1ésions rénales peuvent également étre présentes telles que les kystes

rénaux pouvant parfois donner lieux au développement d’un véritable aspect de polykystose
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rénale ou encore a des carcinomes rénaux. Ces mutations de Tscl ou Tsc2 sont présentes a
I’état hétérozygote et nécessitent une deuxiéme mutation somatique pour aboutir a une
mutation homozygote. La perte des protéines TSC1 ou TSC2 entraine 1’activation non
controlée de la voie mTORCI1. Une partie des 1ésions induites par les mutations de TSC
semblent sensibles a la rapamycine ou I’everolimus. En effet, les souris invalidées pour Tsc/
dans les cellules tubulaires développent de nombreux kystes rénaux sensibles a la
rapamycine’’. De méme, les souris Tsc2"" présentent des troubles cognitifs et
comportementaux associés a une hyperactivation de la voie mTORCI1 au sein de
I’hippocampe. L’administration de rapamycine permet de bloquer 1’activation de la voie
mTORC] dans le systéme nerveux central et d’améliorer les troubles neurologiques’'?.

Chez I’homme atteint de STB, la rapamycine ou I’everolimus améliorent également un
certains nombres de lésions tels que les angiomyolipomes et les astrocytomes sous

épendymaires a cellules géantes®>~'*.

Birt Hogg Dubé (BHD)

Le syndrome de BHD est une maladie génétique associant des tumeurs bégnines des follicules
pileux, des kystes pulmonaires, des pneumothorax spontanés et un risque élevé de tumeurs
rénales (carcinomes a cellules chromophobes et des oncocytomes). Cette maladie génétique
correspond a une mutation germinale présente a 1I’état hétérozygote du géne Bhd codant pour
FLCN (Folliculin) et qui nécessite une deuxieme mutation somatique pour entrainer le
développement des anomalies. FLCN est une protéine de 64 kDa situé au niveau du cil et qui
active directement I’AMPK (5’-AMP-activated protein kinase)’". L’invalidation tubulaire de
BHD chez la souris entraine le développement de nombreux kystes rénaux et tumeurs
oncocytaires, associées a une activation de la voie AKT/mTORC. La rapamycine permet

d’améliorer significativement les 1ésions histologiques et le poids de reins’'°.

Nécrose tubulaire aigue

La nécrose tubulaire aigue fait suite a une agression rénale aigue qui peut étre ischémique ou
toxique. Au cours de cette agression, les cellules tubulaires nécrosent et se détachent des
membranes basales. Les cellules tubulaires survivantes vont proliférer, récupérer une polarité

apico-basale et pouvoir restaurer I’épithélium tubulaire ad integrum’".
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La voie mTORCI pourrait étre impliquée dans ce processus de réparation puisqu’elle stimule
I’activité mitochondriale permettant la production d’ATP, qui sera utile a la régénération
cellulaire, et régule le processus de croissance cellulaire et la prolifération.

La voie mTORC2 pourrait également €tre impliquée dans la régénération cellulaire en
modulant le cytosquelette de la cellule lui permettant de restaurer la polarité cellulaire, les
adhésions cellulaires et la reprise du transport unidirectionnel.

Le role des complexes mTORCI et mTORC2 a été étudié chez I’animal au cours de

I’ischémie reperfusion’®

. L’activité de mTORCI est tres peu décelable au sein des cellulaires
tubulaires a 1’état basal, mais devient intense apres ischémie-reperfusion. La rapamycine
administrée dans ce contexte ralentit la régénération des cellules tubulaires en inhibant la
prolifération et en favorisant 1’apoptose. Cependant, méme si I’administration de rapamycine
est prolongée dans le temps, les structures tubulaires finissent tout de méme par se régénérer
témoignant d’un possible mécanisme d’échappement.

Ces données ont été confirmées chez ’homme, ol apres transplantation rénale, la rapamycine
administrée comme drogue immunosuppressive, retarde la reprise de fonction en prolongeant

la nécrose tubulaire aigue’'®

. Ces observations ont ainsi modifié I’utilisation de la rapamycine
apres la greffe qui est maintenant utilisée une fois la phase de nécrose épithéliale tubulaire

passée.

Role des protéines AKT dans le rein

Si plusieurs études ont évalué le role de la voie mMTORC dans différentes pathologies rénales,
in vivo, en modulant son action au travers d’inhibiteurs pharmacologiques ou de délétion

génique, peu de choses sont connues sur le role précis d’AKT dans le rein.

Comme nous I’avons vu précédemment, AKT1 et AKT2 sont exprimées a 1’état basal dans le
rein adulte alors que I’expression d’AKT3 n’est pas détectable’'. Cependant, le role précis
des protéines AKT dans le rein sain ou pathologique est trés largement inconnue. Aucun
phénotype rénal n’a été associé a I’invalidation des isoformes d’AKT chez la souris. Aucun
phénotype notable n’est de plus observé chez les souris présentant une invalidation de Pten
dans les tubules rénaux’'*’"’. Aucune étude menée in vivo n’a analysé la fonction de ces
protéines dans la physiopathologie rénale. Seules des études in vitro suggerent qu’AKT

pourrait jouer un role important dans différents types cellulaires rénaux. Mais compte tenu des
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interactions complexes entre AKT, mTORC1 et mTORC2, les résultats de ces études ne

permettent pas de statuer sur la fonction d’AKT.

AKT et podocytes

Le role d’AKT dans la biologie podocytaire a été principalement évalué in vitro, et au cours
d’études observationnelles in vivo ne permettant pas de statuer sur les fonctions précises

d’AKT dans différents contextes pathologiques.

Dans les podocytes, I'activité d’AKT apparait régulée par I’engagement de protéines
structurales dont la fonction est cruciale pour la biologie podocytaire. En effet, les protéines-
clés du podocyte que sont la néphrine, la podocine et CD2AP sont capables d’induire une

activation d’AKT in vitro®®

. Cette activation implique une phosphorylation de la partie intra-
cytosolique de la néphrine par une kinase de la famille SRC: FYN™7¥  Cette
phosphorylation permet le recrutement local d’une PI3K qui va permettre I’activation

d’AKT*>.

Le role que joue, dans les podocytes, 1’activation de la voie AKT demeure tres incertain. Une
diminution de la phosphorylation d’AKT au niveau glomérulaire ou podocytaire a été
observée dans différents modeles de néphropathies chroniques murines : néphropathie a la

323324

puromycine chez le rat ou néphropathie diabétique’”. Dans le cas de la néphropathie 2 la

puromycine, il est intéressant de noter que I’administration de vitamine D, qui réduit les
lésions glomérulaires et 1’apoptose podocytaire, est associée a une préservation de la
phosphorylation d’AKT**. Une diminution de I’activation d’AKT pourrait dans ce cas
favoriser I’apparition de lésions rénales comme le suggerent des résultats montrant que
Pactivation d’AKT inhibe I’apoptose podocytaire in vitro®>. Un r6le bénéfique d’AKT est
également suggéré par I’étude du groupe de D. Sahali montrant que la surexpression de la
protéine C-MIP dans les podocytes diminue 1’activation d’AKT et est associée a des
remaniements du cytosquelette et une protéinurie importante®. Si ces données corrélatives
tendent a proposer qu’ AKT intervient dans le maintien du cytosquelette, cette hypothese n’est
cependant pas corroborée par des données obtenues in vifro montrant que I’activation d’AKT
entraine une augmentation du nombre des lamellipodes et une diminution des fibres de

stress®>

. Ce type d’effet a habituellement pour corollaire, in vivo, un effacement des pieds des
podocytes, et 1’apparition d’une protéinurie et d’une glomérulosclérose’***’. AKT pourrait

également jouer un rdle délétere en favorisant une répression de la néphrine dans un contexte
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inflammatoire. En effet, I’exposition de podocytes au TNFa diminue 1’activité du promoteur

de la néphrine d’une fagon dépendante d’une activation de la PI3K**,

AKT et cellules mésangiales

Il a été suggéré, in vitro, que I’activation d’AKT dans les cellules mésangiales pouvait avoir
un effet délétere au cours de la progression des néphropathies chroniques. En effet,
I’exposition de cellules mésangiales en culture a des facteurs mis en jeu lors de la progression
des néphropathies chroniques comme I’exposition a [I’angiotensine II*7*, a de
I’aldostérone™’, 4 des concentrations importantes de glucose™***, au TGF*, au complexe

336

d’attaque membranaire du complément™® ou 2 une contrainte mécanique™’ induit ’activation

338,339

d’AKT. L’activation d’AKT favorise la survie cellulaire , entraine une hypertrophie des

cellules mésangiales™ ainsi qu’une augmentation de la synthése de matrice

337,340

extracellulaire L’activation, in vivo, d’AKT dans les cellules mésangiales est

contradictoire selon les études 327237 341342343

AKT et cellules tubulaires

Comme pour les cellules mésangiales, les principales données concernant AKT sont issues
d’études réalisées in vitro. L’activation d’AKT peut étre induite par différents stimuli tres
vraisemblablement mis en jeu in vivo dans la progression des néphropathies chroniques.

", a de

Ainsi, une phosphorylation d’AKT est observée aprés exposition a 1’angiotensine |
fortes concentrations de glucose’>*’, a un stress oxydatif***, au TGFB*** ou encore en réponse
a ’hypoxie™.

Les effets de 1’activation d’AKT dans les cellules tubulaires in vitro sont superposables a ceux
observés dans d’autres types cellulaires. Ainsi, I’activation d’AKT entraine une inhibition de
I’apoptose™' et favorise la prolifération des cellules tubulaires®>*>*. De facon plus spécifique,
AKT favorise 1’acquisition par les cellules épithéliales tubulaires d’un phénotype
mésenchymateux et la synthése de matrice extracellulaire®’”*”*°. L’ensemble des données

obtenues in vitro suggere qu’ AKT pourrait jouer un role délétere au cours des MRC.

Peu d’études ont évalué, in vivo, le role d’AKT dans les cellules tubulaires rénales (en dehors
de la maladie polykystique). Comme nous I’avons précédemment vu, I’invalidation spécifique

30319 mais il faut

de Pten dans le tubule rénal n’a pas non plus montré d’effet notable
cependant noter que cette invalidation n’entraine pas d’augmentation de I’activation d’AKT

suggérant que d’autres mécanismes de régulation compensent la perte de Pten. En revanche,
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I’invalidation combinée de Pten et de Vhl (Von Hippel Lindau) entraine 1’apparition d’une

polykystose rénale associée a une activation excessive d’AKT>".

Le role d’AKT dans les maladies kystiques rénales est incertain. Une activation de la voie
AKT a été retrouvée dans différentes néphropathies kystiques génétiques murines ou
humaines’'****°, Le role pathogénique de D’activation d’AKT dans ce contexte n’a été ni
formellement établi ni exclu. Comme nous I’avons plusieurs fois souligné, 1’effet de la
rapamycine sur le complexe mTORC?2 varie en fonction du type cellulaire considéré et de la
durée du traitement. L’état d’activation d’AKT n’a pas été évalué dans la majeure partie des
études ayant documenté un effet du sirolimus sur les néphropathies kystiques. Une étude

récente de Belibi et coll. est, a cet égard, trés intéressante™°

. Ces auteurs ont analysé 1’impact
du dimorphisme sexuel sur I’effet de la rapamycine dans un modele murin de polykystose.
Bien que ce traitement apparaisse inhiber mMTORC1 chez les femelles et les males de facon
identique, il ne réduit la progression de la maladie kystique que chez les males. Cet effet est
associé, chez les males, a une réduction de la phosphorylation d’AKT sur la Ser*”. En
revanche, chez les femelles, la rapamycine augmente la phosphorylation d’AKT**. De fagon
purement corrélative et un peu provocatrice, cette étude suggere que I’effet de la rapamycine

sur la progression kystique pourrait étre 1ié a I’action de cette drogue sur mTORC?2 plutot que

mTORCI.

Ainsi, ’ensemble des données publiées a ce jour ne permet pas de statuer sur un éventuel role,
délétere ou bénéfique, des kinases AKT au cours de la progression des MRC. Si notre
connaissance du role de la signalisation mTORC dans le domaine des MRC a récemment
progressé, elle reste tres parcellaire en regard de 1’expansion des données plus fondamentales
concernant les acteurs de cette voie. La disponibilit¢é grandissante de modulateurs
pharmacologiques ciblant de facon de plus en plus spécifique les différents intermédiaires des
voies AKT et mTORC rend nécessaire une meilleure analyse du rdle moléculaire de ces

protéines dans des pathologies humaines aussi fréquentes et graves que la MRC.
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L’objectif de ce travail était de caractériser le role de la voie AKT/mTORC dans la

physiopathologie rénale. En particulier nous envisagions de :

1) Comprendre le role de cette voie dans I’adaptation a la réduction néphronique en
combinant des modeles expérimentaux de réduction néphronique a 1’utilisation de souris

génétiquement modifiées (Etude 1).

2) D’élucider le role de cette voie dans le développement des lésions vasculaires
rénales au cours du syndrome des antiphospholipides en utilisant des biopsies de patients, des

modeles expérimentaux in vitro et des modulateurs pharmacologiques (Etude 2).

Enfin, en parallele, j’ai réalisé, a partir d’une observation clinique exceptionnelle, un
travail sur le réle de la voie mTORC au cours de la polykystose rénale autosomique

dominante que vous trouverez en Annexe 1.
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1 Etude des fonctions de la voie AKT dans la progression des MRC :
mise en évidence du role central d’AKT2 dans |'adaptation
podocytaire a la réduction néphronique

(Article soumis, en cours de révision)

La réduction néphronique entraine des modifications adaptatives des néphrons restants
permettant d’augmenter le travail fourni par chaque unité fonctionnelle rénale. Ces altérations
ont pour conséquence une augmentation des contraintes mécaniques et métaboliques
imposées aux cellules rénales. Du fait de leur localisation, de leur fonction et de leur faible

N

potentiel prolifératif, les podocytes sont particulierement exposés a ces conditions

défavorables. Les mécanismes permettant aux podocytes de s’adapter a cette charge

supplémentaire de travail et a ces nouvelles contraintes sont actuellement trés mal connus.

Le but de mon travail de these a été d’étudier le role des protéines AKT au sein des

podocytes en réponse a la réduction néphronique.

En partant de I’observation d’une augmentation de 1’expression rénale des protéines
AKT lors de la phase de progression des 1ésions, nous avons démontré une compartimentation
glomérulaire de 1’activation d’AKT, intéressant plus particuliecrement les podocytes. En
analysant I’expression rénale des deux principales isoformes d’AKT, AKT1 et AKT2, nous
avons mis en évidence une expression préférentielle d’AKT2 dans les podocytes. En utilisant
différents modeles de réduction néphronique, nous avons montré que la délétion systémique
d’Akt2 avait pour conséquence une aggravation des 1ésions glomérulaires et une albuminurie
alors que celle d’AktI n’avait aucune conséquence. De facon remarquable, la délétion d’Akt2
abolit I’activation de la voie AKT podocytaire induite par la réduction néphronique. Elle
entralne également une augmentation de 1’apoptose glomérulaire et une raréfaction
podocytaire ainsi que des altérations ultrastructurales glomérulaires avec, en particulier, un
effacement des pédicelles témoins du remaniement du cytosquelette des podocytes. Nos
données montrent que la perte d’AKT2 a également pour conséquence une dérégulation de
plusieurs cibles d’aval d’AKT incluant MDM?2, GSK3 et RACI, susceptibles d’expliquer les
altérations glomérulaires observées chez les souris Akt2”. Afin de démontrer 1’importance de

son role podocytaire, nous avons invalidé Akt2 spécifiquement dans le podocyte et observé
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que ces souris récapitulaient I’ensemble du phénotype aprés réduction néphronique.
Finalement, I’utilisation in vitro d’ARN interférences (Sh Aktl et Sh Akt2), nous a permis de

confirmer le réle spécifique d’AKT2 dans le remodelage du cytosquelette.

Nous avons par la suite évalué la pertinence de nos résultats en pathologie humaine en
étudiant une cohorte de patients transplantés rénaux développant ou non une protéinurie en
réponse a un traitement par sirolimus. Nous résultats montrent que, comparé a un groupe de
patients transplantés ayant une fonction rénale préservée, les patients transplantés rénaux
ayant une fonction rénale compromise ont spécifiquement une activation podocytaire d’AKT.
Fait majeur, nous observons que les patients ayant une fonction rénale altérée et développant
une protéinurie sous sirolimus ont une inhibition complete de la phosphorylation d’AKT dans
les podocytes. Comme chez la souris, nous avons par ailleurs mis en évidence un
enrichissement spécifique d’AKT2 dans les podocytes humains. Ces observations suggerent
qu’AKT2 puisse jouer, également chez 1’homme, un réle déterminant dans 1’adaptation du

podocyte a la réduction néphronique.

Cette étude démontre pour la premiere fois le role crucial joué par la voie AKT dans
I’adaptation podocytaire et permet d’identifier la kinase AKT2 comme la principale isoforme
impliquée dans ces phénomenes. Elle apporte également un éclairage intéressant sur les
mécanismes responsables des effets déléteres des inhibiteurs de mTOR sur la biologie
podocytaire. Enfin, nos résultats suggerent que I’examen de la phosphorylation d’AKT
podocytaire pourrait servir de test pronostique avant I’introduction de sirolimus. En effet, une
phosphorylation d’AKT (Ser*””) podocytaire suggeérerait une adaptation a la réduction

néphronique et prédirait 1’apparition d’une protéinurie a I’introduction du sirolimus.
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Figure 12: Modele physiopathologique proposé. (A) La réduction néphronique entraine la phosphorylation
d’AKT?2 podocytaire. AKT2 phosphorylé inhibe le remodelage du cytosquelette et 1’apoptose. (B) Le sirolimus
inhibe la phosphorylation d’AKT2 nécessaire a I’adaptation liée aux stress secondaires a la réduction
néphronique et favorise le remodelage du cytosquelette et I’apoptose podocytaire.
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ABSTRACT

In chronic kidney disease (CKD), the loss of functional nephrons typically results in the
overload of the remaining ones. This leads to a metabolic and mechanical stress that in turn
generates further nephron loss. The molecular pathways engaged to counteract this stress are
still unknown. Here, we show that the activation of the serine/threonine kinase Akt2 plays an
essential role in the protection and survival of podocytes after nephron reduction.
Interestingly, glomerular lesions and albuminuria were dramatically worsened in Akr2”, but
not in AktI” mice. Specific Akr2 deletion in podocytes revealed that the protective effect of
Akt2 is cell autonomous. Mechanistically, Akt2 triggers a compensatory program involving
the modulation of Mdm?2, Gsk3 and Racl functions. The defective activation of this pathway
is associated with increased apoptosis and foot process effacement. These data are remarkably
relevant to human CKD where we observed that the activation of AKT2 by mTORC2 is
essential for podocyte survival in patients with severe nephron reduction. More importantly,
we elucidate the nature of the molecular events underlying the adverse renal effect of
sirolimus, one of the most widely used immunosuppressive treatments, and provide a novel
essential criterion for the rational use of this drug. In conclusion, our results disclose a novel
and critical function played by Akt2 and identify a potential therapeutic target for preserving

glomerular function in CKD.



INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) represents a worldwide health concern: in the United States,
20 million patients suffer from CKD and this disease is the ninth leading cause of death in the
country'?. Similar rates were found in developing countries’. CKD was recently recognized as
an important risk factor for death and cardiovascular diseases’. Understanding the

pathophysiology of CKD progression is, therefore, a key challenge for medical planning.

Regardless of the initial insult, human CKD is characterized by progressive destruction of
renal parenchyma and loss of functional nephrons, which ultimately lead to end stage renal
failure’. The mechanisms of CKD progression are poorly understood, but it has been
suggested that compensatory processes may play a role. In fact, a reduction in the number of
functional nephrons triggers molecular and cellular events promoting compensatory growth of
remaining nephrons and this compensatory process is required to maintain kidney function’.
In glomeruli, the increase of blood flow and intracapillary pressure leads to a higher single
nephron glomerular filtration rate. In tubules, the increase of transport and metabolic activities
leads to higher solute and water reabsorption. However, over time, the strain imposed by
these adaptations results in mechanical and metabolic stresses of the remaining nephrons that
ultimately lead to nephron damage, albuminuria and further nephron loss’®. The result is a
vicious cycle in which the loss of damaged nephrons leads to the damage of the so far healthy
nephrons (overload hypothesis)’. Hence, the rate of CKD progression entirely depends on the

ability of remaining nephrons to cope with stress.

Akt proteins have been shown to play a role in adaptation to physiopathological stresses™.
Akts are conserved cytosolic serine/threonine kinases that regulate many cellular stress-
induced processes including survival, proliferation, migration and cytoskeletal organization'.

In mammals, three distinct genes encode Akt homologs: Aktl, Akt2 and Akt3, respectively.



Akt activation first requires its recruitment to the plasma membrane, which is initiated by
phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K), then the phosphorylation on Thr'® and Ser*” by 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDK1) and mammalian target of rapamycin
(mTOR) complex 2 (mTORC?2), respectively'®. Once activated, Akt proteins phosphorylate
several substrates distributed within the cell to regulate multiple cellular functions'. In the
heart, the Akt signaling pathway has been shown to mediate the adaptive response to
increased hemodynamic load''. Similarly, the Akt pathway has been implicated in the
adaptation of skeletal muscle to situations of altered use such as strength training, aging or

immobilization'?.

The very few studies that have analyzed Akt activation in CKD using in vivo experimental
models have led to conflicting results, indicating that Akt may act in a context- and/or cell-
dependent manner>'. Indirect evidence suggests that Akt might play a role in podocyte
physiology". Podocytes are terminally differentiated, highly specialized epithelial cells that,
together with endothelial cells and the glomerular basement membrane, compose the
glomerular filtration barrier'®". The filtration barrier ensures that albumin and other plasma
proteins are retained in the circulation. Podocytes help prevent proteinuria through a complex
regulation of the actin cytoskeleton of their foot process. Interestingly, in vitro, Akt can be

activated by nephrin'®"

, a protein of the slit diaphragm that mediates actin reorganization
under mechanical stress”. Taking all these data together, we hypothesize that Akt is the

critical pathway activated to counteract the stress imposed by compensation after nephron

loss.

To test this hypothesis, we used experimental models of nephron reduction and Akz/ and Akz2
mutant mice to uncover a novel function of Akt2 and to show that Akt2 has a unique role in

podocyte adaptation to nephron reduction. Furthermore, we provide evidence that these



findings are relevant to human CKD and propose a possible novel strategy to prevent the
adverse renal effect of sirolimus, a mTOR inhibitor and a widely used immunosuppressive

drugs.



RESULTS

Nephron reduction activates Akt pathway in podocytes

To investigate whether Akt activation might be involved in adaptation to the stress imposed
by nephron loss during CKD, we performed 75% nephron reduction in lesion-prone FVB/N
mice® and analyzed Akt phosphorylation. Western blot analysis revealed that neither Akt nor
its downstream target Gsk3 were phosphorylated in whole kidney extracts two months after
nephron reduction (Supplementary Fig. 1). However, on laser capture microdissected
glomeruli (Fig. 1a), we found a robust (3-fold) increase in Akt phosphorylation at residue
Ser*” (Fig. 1b). Colocalization studies using an antibody directed against podocin showed
that Akt is predominantly activated in podocytes (Fig. 1¢). Immunohistochemical and
colocalization experiments of P-Gsk3a and P-Gsk3f confirmed the activation of the pathway
in podocytes (Fig. 1d, Supplementary Fig. 2a). In addition, we observed that three other Akt
targets (Mdm2, Tsc2, Foxo-1) were phosphorylated in podocytes (Supplementary Fig. 2b).
Hence, Akt activation after nephron reduction seems to be compartmentalized in podocytes.
Akt2 isoform is specifically enriched in podocytes

It is known that Aktl and 2, but not Akt3, mRNA are expressed in the kidney”'.
Immunohistochemistry showed that the two isoforms display a different pattern of
distribution. Indeed, whereas Aktl was predominantly found in tubules and almost
undetectable in glomeruli, Akt2 was mainly located in podocytes (Fig. 1f). Double
immunostaining using antibodies directed against WTI1, a podocyte specific protein,
confirmed this observation (Fig. 1g). The distribution of the two proteins did not change after
nephron reduction, except for the presence of a few Akt2-positive tubular cells (Fig. 1f).

Ak#2 gene inactivation accelerates the development of glomerular lesions

To investigate the role of Akt2 activation in CKD, we applied our experimental model of

nephron reduction to Ak#2” mice. To this end, we first introduced the Akr2 mutated allele in



the lesion-prone (FVB/N) background®. The Ak#2” FVB/N mice reproduced normally and
had no grossly apparent phenotype under physiological conditions (data not shown). As
expected, two months after nephron reduction, wild-type mice developed renal lesions,
mainly comprising of tubular dilations, interstitial fibrosis and mild glomerulosclerosis (Fig.
2a). The frequency and severity of glomerular lesions were dramatically increased in Akr2”
mice (Fig. 2a). Consistently, albuminuria was significantly increased in Ak#2” mice (Fig. 2b).
In contrast, tubular and interstitial lesions were comparable regardless of the genotype, at
least up two months after nephron reduction (Fig. 2a). Western blot analysis on
microdissected glomeruli showed that P-Akt levels were similar between Akf2*"* and Akr2"
sham-operated mice (Fig. 2¢), indicating that Aktl is sufficient to compensate for Akz2 gene
inactivation under physiological conditions. However, after nephron reduction, Akz2
deficiency completely prevented the increase of Akt phosphorylation (Ser*”) in glomeruli
(Fig. 2¢), despite the increase of Aktl protein (Fig. 2d). Notably, colocalization experiments
confirmed the absence of Akt phosphorylation in podocytes of Ak#2” mice, two months after
nephron reduction (Supplementary Fig. 3).

To rule out the possibility that the impact of Akz2 gene inactivation was only relevant in the
subtotal nephrectomy model, we followed the evolution of kidney function in Akf2*"* and
Akt2” mice from 2 to 13 months. Aging is known to be associated with progressive nephron
reduction and late onset renal damage”. Notably, whereas urinary albumin excretion
remained stable in Akf2*"* mice throughout the 2- to 13-month follow-up, it progressively
increased in Ak2” mice (Supplementary Fig. 4a). Morphological analysis showed more
severe glomerular lesions in 13-month old Akf2” mice than in wild-type littermates
(Supplementary Fig. 4b). In addition, we observed that the severity of both tubular dilations
and interstitial fibrosis was significantly increased in Akr2” mice 13 months after birth

(Supplementary Fig. 4b), confirming the role of glomerular damage in CKD progression.



Akt2 regulates podocyte survival and morphology
We next aimed at elucidating the mechanisms underlying the beneficial effect of Akt2 in
preserving stressed glomeruli in CKD. Akt has been implicated in cardiovascular adaptation

to hypertension and in diabetes***

, two major risk factors of CKD progression. As expected,
mean arterial blood pressure increased while large renal arteries underwent hypertrophy two
months after nephron reduction; however, the increase was of the same magnitude in Akr2*"*
and Akr2” mice (Supplementary Fig. 5a, Supplementary Fig. 5b). Similarly, nephron
reduction resulted in a weak increase of fasting glycemia in both Ak2** and Akr2” animals
(Supplementary Fig. 5¢). Although the increase was slightly higher in Akf2” mice, neither
diabetes mellitus nor glycosuria could be detected in mutant mice.

Since hypertension or diabetes did not seem to account for impaired glomerular lesions in our
model, we wondered whether the effect of Akt2 was cell autonomous. It is known that the
balance between cell proliferation and apoptosis as well as the maintenance of foot processes
are critical events for podocyte adaptation to pathological conditions'®. Previous studies have
shown that Akt pathway activation may stimulate cell proliferation, inhibit apoptosis and
control the ability of cells to migrate'’. We therefore monitored the number and function of
Akt2” podocytes after nephron reduction. As expected, the rate of cell proliferation was very
low in control mice (Fig. 3a). The number of PCNA-positive cells significantly increased two
months after nephron reduction regardless of the genotype (Fig. 3a), although the increment
tended to be lower in Akz2” mice. Conversely, whereas the percentage of glomeruli with
apoptotic cells was modestly enhanced in wild-type mice after nephron reduction, it
dramatically increased in Akr2” mice (Fig. 3a). A significant number of apoptotic cells were
also observed in control Akt2” mice (Fig. 3a). The increased apoptosis associated with lower
cell proliferation correlated with podocyte rarefaction; in fact, the number of WT1-positive

cells was 50 % of the control wild-type value in subtotally nephrectomized Akr2” mice (Fig.



3a). Similar results were obtained in aging Akf2” mice, in which the development of
albuminuria was also associated with increased glomerular apoptosis and podocytes
rarefaction (Fig. 3b). Transmission electron microscopy revealed marked foot process
effacement in 13-month old Ak#2” mice (Fig. 3c¢), indicating that podocyte rarefaction is
associated with severe damage of the remaining ones. Notably, slight focal foot process
effacement was detectable by three months of age in Akr2” mice and led to the doubling of
the width between foot processes in 13-month old animals (Fig. 3c).

Akt2 regulates critical targets for podocyte survival after nephron reduction

We next tried to identify the molecular link between Akt2 activation and podocyte
modifications. Our data demonstrated that Akz2 deficient podocytes are more susceptible to
apoptosis after nephron reduction. Akt prevents apoptosis by modulating both anti- and pro-
apoptotic molecules, such as Mdm2 or Gsk3'. Western blot analysis revealed that the
phosphorylation of both Mdm2 and Gsk3o was significantly increased in microdissected
glomeruli two months after nephron reduction, but exclusively in Ak2"* mice (Fig. 4a).
Immunohistochemistry confirmed the absence of P-Gsk3a and P-Gsk3p up-regulation in
podocytes of Akt2” mice (Fig. 4b).

Our results also showed that the remaining Akf2” podocytes display ultrastructural changes
that suggest cytoskeleton alterations. Rac1 is a small G protein belonging to the Rho family*®
that regulates many biological processes including cytoskeleton organization, cell cycle
progression and apoptosis®. Interestingly, excessive Racl-GTP leads to foot process
effacement, albuminuria and glomerulosclerosis in mice and humans®’**, Using GST-Pak pull
down assay, we observed that kidneys of sham-operated Akf2” mice displayed a spontaneous
higher amount of Racl-GTP as compared with Akr2"* littermates (Fig. 4c¢). More
importantly, whereas Rac1-GTP level did not change after nephron reduction in Ak#2*"* mice,

it markedly increased in Ak2”" mice. Similarly, Racl activity was significantly increased in



damaged kidneys of 13-month old Akf2"mice as compared with wild type littermates
(Supplementary Fig. 6). Since two other Rho GTPase proteins, Cdc42 and RhoA have been

230 we also assessed

shown to play a pivotal role in podocyte actin cytoskeleton regulation
their activity. However, neither Akz2 deletion nor nephron reduction affected the amount of

both GTP bound Cdc42 and RhoA (Fig. 4¢), indicating distinct modulations for each GTPase.

Akt function in podocytes is isoform specific

We observed that Akt2 is particularly enriched in podocytes where its expression is crucial for
adaptation to nephron reduction. Recent studies have revealed that, despite their high
sequence homology, Akt isoforms may regulate distinct physiological phenomena’'. In order
to definitively rule out a role of Aktl in podocyte homeostasis, we studied the evolution of
kidney function in AktI”" and Akt2”" mice from 2 to 6 months. Since inactivation of Akt/ gene
was embryonic lethal in the lesion-prone FVB/N background (data not shown), we studied
C57BL/6 Aktl” and Akt2” mice. Remarkably, urinary albumin excretion increased over the
time, but exclusively in Ak2” mice (Fig. 5a). Tubular casts, which are a morphological
marker of proteinuria, were found only in kidneys of Akz2”" mice (Fig. 5b). More importantly,
we observed that whereas Akr2” podocytes displayed an effacement of foot processes and a
decrease of cell survival, the morphology and the number of podocytes lacking Akt did not
differ from those of wild-type littermates (Fig. Sc, d). Of note, also when exposed to further
nephron reduction, AktI” mice did not develop any apparent renal phenotype
(Supplementary Fig. 7a, b). Consistently, Racl activity was found significantly increased
only in kidneys of Akz2”" uninephrectomized mice (Supplementary Fig. 7¢). Collectively,
these data point to Akt2 as the critical isoform acting in glomerular pathophysiology.
Podocyte specific Ak#2 deletion accelerates podocyte injury and proteinuria

Finally, to unequivocally determine the cell autonomous function of Akt2 in podocytes, we

generated podocyte-specific Akr2 mutant mice (Ak27*%) by crossing mice bearing floxed Akz2



alleles (Akt2"*) with a Nphs2.Cre deleter strain. Immunohistochemical analysis confirmed the
marked reduction (90 + 2%) of Akt2 protein expression in podocytes of mutant mice (Fig.
6a). Akr2”"*' mice born in an expected Mendelian ratio and were indistinguishable from
Akt2™ littermates at least up to six months after birth under physiological conditions (data not
shown). However, when subjected to subtotal nephrectomy, Akr2%°’ mice developed
significantly proteinuria (Fig. 6b). Consistently, we observed a marked effacement of foot
processes (Fig. 6¢), suggesting a direct effect of Akt2 on podocyte cytoskeleton. To further
characterize the function played by Akt2 in podocyte cytoskeleton maintenance, we generated
different podocyte cell lines using shRNA lentivirus targeting either Akt2 or Aktl
(Supplementary Fig. 8). Phalloidin staining revealed that F-actin localized to the cell cortex,
but also diffusely throughout the cell cytoplasm in control cells (Fig. 6d, Supplementary Fig.
9a). Akt2 knockdown resulted in a completed reorganization of F-actin cytoskeleton and
massive formation of focal adhesion processes, as judged by the increased number of paxillin
patches (Fig. 6d, f, Supplementary Fig. 9a), a phenotype reminiscent of that reported in
Rictor silenced cells®. In contrast, both the morphology of actin distribution and the pattern of
paxillin staining were undistinguishable between in Akt/ knockdown and control cells (Fig.
6d, f, Supplementary Fig. 9a). Both phenotypes were confirmed with two independent
ShRNA direct against distinct Akt/ and Akt2 sequences.

Akt phosphorylation by mTORC?2 is critical to prevent proteinuria in human CKD
Sirolimus, a specific inhibitor of mammalian target of rapamycin (mTOR), is a potent
immunosuppressive drug currently used after transplantation™. mTOR is a component of two
complexes, mMTORCI that mediates S6 kinase and 4EBP phosphorylation, and mTORC?2 that
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regulates Akt Ser””” phosphorylation. Sirolimus is an allosteric inhibitor acting on mTORC1

activity. However, long-term treatment can also affect Akt phosphorylation in particular cell

36,37

types via mTORC2*” including in cultured podocytes’”’. A number of studies have



reported that, despite the fact sirolimus is not nephrotoxic, kidney transplant recipients might
develop proteinuria upon sirolimus treatment™. This side effect is predominantly observed in
patients who suffer from predamaged grafts (and, consequently, more severe nephron
reduction), suggesting that, as in mice, Akt activation might be required for glomerular
adaptation to nephron reduction. To test this hypothesis, we studied a cohort of kidney
transplant recipients treated or not with sirolimus, displaying different stages of renal failure.
Only patients with severe nephron reduction developed albuminuria upon sirolimus treatment
(Fig. 7a, Supplementary Table 1). A careful analysis of clinical variables known to affect
CKD progression revealed that none of them accounted for the increase rate of urinary
albumin excretion in these patients (Supplementary Table 1, 2). In particular, the age, the
gender ratio, co-morbidities, i.e. diabetes, hypertension or acute cellular rejection, were
comparable in the four groups of patients. Medications were also comparable, with the
exception of calcineurin inhibitors which were given instead of sirolimus. Remarkably, we
observed that whereas P-AKT (Ser'”) was barely detectable in transplant biopsies from
patients with preserved renal function, a strong staining was found in podocytes of patients
with severe nephron reduction (Fig. 7b, f). Colocalization experiments confirmed that AKT is
mainly activated in podocytes (Fig. 7c, Supplementary Fig. 10a). In addition, we observed
that, as in mice, AKT2 is predominantly expressed in podocytes, whereas AKT1 was mainly
located in tubules (Supplementary Fig. 10b). Sirolimus administration prevented the
activation of AKT in patients with impaired renal function (Fig. 7b, c, f, Supplementary Fig.
10a), which was associated with increased glomerular apoptosis (Fig. 7d, f). More
importantly, by studying P-AKT (Ser*”) in sequential transplant biopsies, we showed a
mechanistic association between the inhibition of AKT phosphorylation and the development
of albuminuria (Fig. 8). In fact, whereas administration of sirolimus resulted in severe

albuminuria and decreased AKT phosphorylation in the first patient (given as an example), its



removal restored the phosphorylation of AKT at Ser*”

and reversed albuminuria in the second
patient (Fig. 8).
Since long-term sirolimus treatment may affect both mTORC1 and mTORC2 activities in

vitr034,36,37

, we finally thought that it was important to determine which of these two pathways
was involved in the proteinuria-promoting effect of sirolimus. Immunohistochemical analysis
of two downstream targets of mTORCI1 revealed that podocytes were only occasionally
stained for P-S6RP and P-4EBP and that phosphorylation was not enhanced in glomeruli of
patients with compromised renal function (Supplementary Fig. 11). As a consequence, the
staining remained undetectable in glomeruli of sirolimus-treated patients (Supplementary
Fig. 11). In contrast, we observed that the expression of RICTOR, a critical component of
mTORC?2, was markedly increased in podocytes of patients with severe nephron reduction,
and that sirolimus completely abolished such an increase (Fig. 7e, f). In order to provide

further evidence in favor of mTORC2, we studied the activation of PKCa., another specific

target of mTORC2. Although technical limitations prevented us from detecting PKCa
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phosphorylation (Ser™’) in human biopsies using commercially available antibodies, we could
confirm that nephron reduction resulted in marked PKCa activation in podocytes of subtotal
nephrectomized mice (Supplementary Fig. 12). As expected, Akt2 deficiency did not affect
PKCo. (Ser®’) phosphorylation in damaged kidney of Ak#2 mutant mice (Supplementary Fig.
12), suggesting that Akt2 is a critical target of mMTORC?2 in stressed podocytes. In favor of this
observation, we observed that differentiated podocytes treated by sirolimus over five days
displayed the same morphological changes that those of Akt2 silenced podocytes. In
particular, the F-actin cytoskeleton was completely reorganized and a number of focal
adhesion processes appeared (Fig. 6d, e, f, Supplementary Fig. 9b). Of note, a similar

pattern was observed in Akz/ knockdown podocytes treated with sirolimus, whereas any

additive effect was evidenced when the compound was added to Akt2 silenced cells (Fig. 6e,



f, Supplementary Fig. 9b). Collectively, these results point to mTORC2/AKT?2 inhibition as

a critical mediator of sirolimus induced proteinuria.



DISCUSSION

The molecular pathways that counteract the stress imposed by compensation following
nephron reduction are largely unknown. By combining experimental models of nephron
reduction with Akzl, Akt2 and Akr2™* mutant mice, we have uncovered a novel function for
Akt proteins and showed that Akt2, but not Aktl, plays a critical role in podocyte adaptation
to nephron reduction. Inactivation of the Akt2 gene resulted in podocyte apoptosis and foot
process effacement after both experimental and aging-induced nephron reduction, which led
to severe proteinuria and glomerulosclerosis. Furthermore, we have identified Gsk3, Mdm?2
and Racl as potential intermediates between Akt2 activation and podocyte survival. More
importantly, we have shown that these experimental observations were relevant to human
diseases. In kidney transplant recipients with severe nephron reduction, treatment by
sirolimus decreased the phosphorylation of AKT2 in podocytes resulting in marked
proteinuria and podocyte loss. Notably, the deleterious effect of sirolimus seemed to be
mediated by mTORC?2 inhibition. These results unveil a novel molecular pathway of
podocyte adaptation to stress and show that Akt2 acts as a survival factor whose activation

might mark patients at risk to develop proteinuria after treatment with mTOR inhibitors.

Although many studies have been conducted to elucidate the molecular mechanisms leading
to podocyte injury during CKD™*, the signaling pathways that allow podocytes to
compensate and survive after nephron loss, the hallmark of all CKD, are still unknown. Our
study points to Akt as the kinase that prevents podocyte dedifferentiation and loss in this
setting. In fact, we observed that Akt is activated in podocytes in response to nephron
reduction, consistent with previous in vitro studies reporting an activation of Akt in cultured
podocytes submitted to stress*. More importantly, we demonstrated that the preclusion of
such activation by Akt2 gene disruption or sirolimus treatment led to morphological and

functional podocyte damage in both humans and mice. Furthermore, we provide strong



evidence for a cell autonomous effect. First, Akt2 displayed a strong and specific expression
pattern in podocytes. Second, Akt2 deletion completely abrogated the activation of Akt as
well as that of its down-stream signaling pathway in response to nephron reduction
specifically in podocytes. Third, Akt2 deletion did not induce significant systemic changes
that could participate in glomerular injury, such as diabetes or hypertension. More
importantly, the specific deletion of Akt2 gene in podocytes blunted the adaptive response to
nephron reduction. It is noteworthy that, consistent with its expression pattern, the absence of
Akt2 did not affect the development of early tubulo-interstitial lesions, suggesting that
specific molecular pathways are involved in glomerular and tubular adaptation. However, in
agreement with the idea that injured glomeruli may affect the fate of tubules’, the progression

of tubulo-interstitial lesions were faster in Akz2”" mice over the time.

Phenotypic analyses of Akt isoform knockout mice revealed both specific and redundant
functions for each isoform*'***_ In this study, we found a striking dichotomy of Akt isoform
distribution in the kidney with a preferential location of Akt2 to podocytes. More importantly,
we demonstrated that this location is functionally relevant: Akf2”, but not AktI” mice,
displayed a glomerular phenotype. Similarly, Akt2, but not Aktl, silencing resulted in
cytoskeleton rearrangement in cultured differentiated podocytes. Intriguingly, although
immunohistochemistry failed to detect significant amounts of Aktl in glomeruli, western blot
experiments clearly showed that this isoform is also expressed in glomeruli. It is likely that
technical limitations account for these discrepancies. Although we cannot completely rule out
the possibility that Akt1 has a function in Ak#2” glomeruli under physiological conditions, our
data clearly showed that this isoform is not sufficient to compensate for the lack of Akt2 in

glomerular homeostasis after nephron reduction.



One of the most prominent features of podocytes is the very specific organization of the
cytoskeleton that appears crucial for their proper function®. Indeed, a strong correlation has
been recently shown between podocyte cytoskeleton modifications and podocyte-enhanced
migratory properties and the development of albuminuria and glomerulosclerosis® ',
Interestingly, the ability to regulate cytoskeleton organization and migration diverge
dramatically between the Akt isoforms®. Akt/” mouse embryonic fibroblasts have reduced
migratory properties and prominent stress fibers, whereas those from Akf2” mice have
enhanced migratory properties and lamellipodia formation®”. Consistently, Akt/ and Akz2
silencing differently affected cytoskeleton organization in culture differentiated podocytes.
More importantly, Akt2”, but not AktI”", kidneys displayed an up-regulation of Racl, a key
regulator of cell migration and lamellipodia formation. Loss of Racl inhibition has been
recently shown to induce foot process effacement, albuminuria and glomerulosclerosis®,
suggesting that Racl activation in Akr2” stressed podocytes might be mechanistically
involved in their morphological changes. It should be noted that Akt2, but not Aktl, has been
shown to inhibit Racl in mouse embryonic fibroblasts*. Hence, we propose that by its

selective ability to control cytoskeleton organization, the Akt2 isoform has a specific function

in podocyte biology.

Akt2 has also been shown to be the critical isoform mediating insulin receptor signaling in

skeletal muscle and liver**®

. A recent study has shown that the insulin receptor is also
expressed and acts in podocytes™. Indeed, podocyte-specific insulin receptor inactivation
resulted in podocyte loss and foot process effacement leading to progressive glomerular
disease™. This phenotype is highly reminiscent of what we observed in aging Akf2” mice.
Moreover, paralleling our observation, insulin receptor activation reduced Racl and enhanced

Rho activity in cultured podocytes™. Taking all these data together, it is tempting to speculate

that Akt2 is the critical link between the insulin receptor and podocyte homeostasis. Since



defective insulin signaling in podocytes is emerging as a critical determinant of diabetic

nephropathy, Akt2 may represent a novel therapeutic target in this very common disease.

In the present study we also observed that Akt2 gene inactivation led to increased podocyte
loss after nephron reduction by enhancing apoptosis. Akt is known to prevent apoptosis by
inhibiting several actors involved in the control of cell death®™. In particular, Mdm2, an E3
ubiquitin-ligase that modulates p53 stability, and Gsk-3, a serine/threonine kinase that
controls caspase 3 activity, have been shown to be critical targets. Interestingly, we observed
that Akt deficiency prevented both Mdm?2 and Gsk-3 activation after nephron reduction,
suggesting that the phosphorylation of these molecules is critical for podocyte survival after
nephron reduction. On the other hand, the increase of Racl activity may be also involved in
Akt2” podocyte loss, since this GTPase has been shown to control apoptosis in several

pathophysiological conditions*”*

. Interestingly, a recent study, using podocyte-specific
inactivation of the Arg5 gene, has suggested that also autophagy may be involved in the
maintenance of podocyte during aging®. Although Akt/mTORCI is usually considered as an
inhibitor of autophagy™, the similarity between Akr2” and Atg5” in aging mice raises the

possibility of an interplay between Akt2 and autophagy in podocyte biology”. Whether Akt2

is also involved in the control of autophagy in podocytes requires further investigations.

Sirolimus is known to induce albuminuria in renal transplant recipients with compromised
renal function, but the mechanism involved is unknown . Our results strongly suggest that,
by preventing the compensatory phosphorylation of AKT in podocytes, sirolimus led to
albuminuria in patients with significant nephron reduction. Moreover, we discovered that
mTORC?2 is the crucial target of sirolimus in this situation. So far, it has been accepted that
sirolimus acts mainly by inhibiting mTORC1. However, recent in vitro studies have shown

that prolonged exposure to the drug can lead to mTORC? inhibition*”**", It is worthy to note



that our patients were treated by sirolimus for several months. Notably, an elegant study has
very recently provided the physiopathological evidence for an uncoupled effect of rapamycin
on mTOR complexes in vivo, with a predominant role of mTORCI inhibition in extended
lifespan and of mTORC?2 disruption in insulin resistance® . In line with these observations, it
has been recently shown that the specific inactivation of rictor in stressed podocytes results in
increased proteinuria®, whereas haploinsufficiency of raptor ameliorates the progression of

glomerular lesions™”

, indicating a dichotomy of mTOR complexes function in glomerular
pathophysiology. By demonstrating for the first time that mMTORC?2 inhibition by sirolimus is
clinically relevant, our study extends these experimental observations to human pathology.
Because of the key role played by the Akt pathway in several pathological conditions,
including cancer and cardiovascular disease, we can anticipate a growing use of Akt inhibitors
in therapies®. In this regard, our results add, at least, two important contributions. First, we
have identified a sensitive way to predict the adverse effect of sirolimus on renal function.
Determining mTORC2/AKT?2 activation in podocytes may identify patients with the highest
risk to develop proteinuria. Second, since we showed that albuminuria is linked to
mTORC2/AKT?2 inhibition, we expect that specific TORCI or AKTI targeting therapies

should be a valuable strategy to overcome this side effect in patients with reduced renal

function.

In conclusion, this work has established mTORC2/Akt2 as a stress-responsive axis in
podocyte biology that prevents cytoskeleton alteration and apoptosis after nephron reduction.
Disruption of this adaptive pathway leads to glomerular lesions and albuminuria in both
humans and mice. Therefore, Akt2 in podocytes may be both a prognostic marker to predict
the deleterious proteinuric effect of mTOR inhibitors and as well as a therapeutic target for
the maintenance of glomerular functions to prolong renal survival during chronic renal

disease.



METHODS

Animals

Mice used for these studies were FVB/N and C57BL/6 (Charles River), Aktl”™, Akt2”**,
Akt2""""and Nphs2.Cre® mice. Akt and Akt2"" mice were bred onto an FVB/N genetic
background for at least 10 generations. Akt2™"** mice were crossed with Nphs2.Cre mice to
generate podocyte-specific Akt2 knockout mice (Akr27).

Animals were fed ad libitum and housed at constant ambient temperature in a 12-hour light
cycle. Animal procedures were approved by the Departmental Director of “Services
Vétérinaires de la Préfecture de Police de Paris” and by the ethical committee of the Paris
Descartes University.

Several groups of mice were investigated in complementary studies. For subtotal
nephrectomy studies, FVB/N Akt2” mice were subjected to 75% nephrectomy (Nx; n = 6-10)
or sham-operation (Controls; n = 4-6) and mice were sacrificed 2 months after surgery. One
week before sacrifice, blood pressure was recorded in both sham-operated (n = 3) and
subtotally nephrectomized (n = 6) awake Akt2"* and Akt2” mice for 2 consecutive days,
using tail-cuff plethysmography and PowerLab/4SP software (AD Instruments). C57BL/6
Akt2"* (n=16) and Akr27°* (n=18) males and females mice were also subjected to 75%
nephrectomy and sacrificed 1 month after surgery. Subtotal nephrectomy was performed as
previously described®. After surgery, mice were fed a defined diet containing 30% casein and
0.5% sodium. Twenty-four hours before sacrifice, blood was collected from the tail vein of
overnight-fasted mice for determination of fasting glucose levels and urine for determination
of proteinuria. For aging nephropathy studies on FVB/N background, 4-6 Akt2*"* and Akt2”
mice were followed, respectively, and urine were collected at 2, 4, 6, 9, 12 and 13 months.
Mice were sacrificed at 13 months of age. For aging nephropathy studies on C57BL/6

background, wild type, AktI” and Akr2” mice were followed (n = 5-11 for each genotype),



and urine were collected at 3 and 6 months. At 6 months, one kidney was removed for
morphological analysis and mice were sacrificed 3 months later. At the time of sacrifice,
kidneys were removed for morphological, protein and microdissection studies.

Clinical samples

The study was conducted on 80 renal transplant recipients followed at the Renal Transplant
Department of Necker hospital. The patients were divided into four groups: 1) patients (n =
13) fulfilling the criteria of sirolimus-induced albuminuria, i.e. (i) the occurrence of a severe
albuminuria (> 3 g/day), (ii) no other causes of post-transplant albuminuria, and (iii) a
reduction of 50% of albuminuria after sirolimus withdrawal or significant dosage reduction,
2) patients (n = 25) matched for glomerular filtration rate, as estimated by MDRD formula
(eGFR) who did not receive sirolimus; 3) patients (n = 22) with sirolimus treatment that did
not develop albuminuria; 4) patients (n = 20) with preserved renal function (eGFR > 60
mL/mn/1.73m*) who did not receive sirolimus. Patient demographic and clinical
characteristics are listed in Supplementary Table 1 and the details for each patient are
provided in Supplementary Table 2. In the sirolimus induced proteinuria group, 9 patients
received sirolimus as an initial immunosuppressive regimen after enrolment in Wyeth
Sirolimus study 219, whereas 4 additional patients were switch from calcineurin inhibitor to
sirolimus due to calcineurin inhibitor toxicity. In the sirolimus group without proteinuria, all
the patients received sirolimus as an initial immunosuppressive regimen. This protocol was
approved by the Institutional Review Board of Necker Hospital; informed written consent was
obtained from each patient.

Cell cultures

Mouse immortalized podocytes were cultured as previously described®. Briefly, cells were
maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum, 100 U/ml

penicillin, 100 xg/ml streptomycin. To propagate podocytes, cells were cultivated at 33°C on



type 1 collagen (permissive conditions) in culture medium supplemented with 10UI/ml
recombinant interferon-y. To induce differentiation, podocytes were maintained on type I
collagen at 37°C without supplementation with interferon-y (non permissive conditions). For
sirolimus experiments, cells were treated with sirolimus 10 ng/mL for 5 days before
performing immunofluorescence. Each experiment was performed in duplicate and repeated
at least three times.

Lentiviral production and transfection

Lentiviral shRNA plasmids for Akz/ and Akt2 were obtained from Sigma-Aldrich. We used a
target set of 5 clones for each target with pLKO.I-puro as backbone (TRCN0000022934,
TRCN0000022935, TRCN0000022936, TRCN0000022937 and TRCN0000054707 for Aktl
and TRCNO0000055258, TRCN0000055259, TRCN0000055260, TRCN0000022669 and
TRCN0000022670 for Akt2). The lentiviral particles were produced by co-transfection of
HEK293T cells with three plasmids (pMD2G, psPAX2, and the plasmid vector) using
calcium phosphate method. Cells were infected in the presence of 8ug/ml polybrene over
night, and were selected 2 days after viral transduction in puromycin (1xg/ml) to achieve
100% positive cells. For each targeted Akt isoform, two lentiviral constructs were selected for
the subsequent experiments, according to the level and the selectivity of Aktl or Akt2 protein
reduction as evaluated by western blot.

Urine and plasma analyses

For mouse samples, urinary albumin, glucose and creatinine concentrations were measured
using an Olympus multiparametric analyzer (Instrumentation Laboratory). In addition,
Coomassie gels were used to visualize albuminuria. Blood glucose levels were determined
using a glucotrend glucometer (Roche Diagnostics).

For human samples, urinary creatinine and albumin were determined using a Hitachi 917

analyzer (Roche Diagnostics), whereas plasma creatinine and sirolimus were evaluated using



a Synchron Cx4 autoanalyser (Beckman Coulter) and high-performance liquid
chromatography, respectively.

Morphological analysis

Mouse kidneys were fixed in 4% paraformaldehyde, paraffin embedded, and 4-ym sections
were stained with periodic acid Schiff (PAS), Masson’s trichrome, hematoxylin and eosin
(H&E) and picro-sirius red. The degree of glomerular lesions was evaluated using
semiquantitative score methodology as previously described. The degree of tubular dilation
and interstitial fibrosis was automatically quantified using a Nikon digital camera Dx/m/1200
and Lucia software (Laboratory Imaging Ltd) as previously described®.

Human transplant biopsies were fixed in alcohol-formalin-acetic acid solution (AFA) and
embedded in paraffin. Sections (4 ym) were stained with PAS, Masson’s trichrome and H&E.
For each biopsy, examination was based on the Banff’07 scoring system reference®.

Electron microscopy studies were performed as previously described®’.
Immunohistochemistry and immunofluorescence

For mouse samples, 4-um sections of paraffin-embedded kidneys were incubated with anti-
Aktl antibody (Cell Signaling Technology), anti-Akt2 antibody (Cell Signaling Technology),
anti-pan-P-Gsk3 antibody (Cell Signaling Technology), anti-P-Akt (Ser*”’) antibody (Cell
Signaling Technology), anti-P-Gsk3o antibody (Cell Signaling Technology), anti-P-Gsk3f3
antibody (Cell Signaling Technology), anti-P-Mdm?2 antibody (Cell Signaling Technology),
anti-Tsc2 antibody (Cell Signaling Technology), anti-Foxol antibody (Cell Signaling
Technology), anti-P-PKCo (S®’) antibody (Cell Signaling Technology), anti-nephrin
antibody (Progen), anti-WT1 antibody (Dako), anti-podocin antibody (a gift of Corinne
Antignac), and anti-oSma antibody (Sigma, A2547). For P-Gsk3o and P-Gsk3f, the
glomerular-stained area was automatically quantified using a Nikon digital camera

Dx/m/1200 and Lucia software and expressed as the percentage of the podocyte-stained area



upon the total glomerular area. To quantify the hypertrophy of renal large and small arteries,
the aSma stained area was automatically quantified for each vessel using the same system
described above. All the microscopic fields of a whole kidney section were quantified.

For human samples, 4-um sections of paraffin-embedded kidneys were incubated with P-Akt

Ser473

antibody (Cell Signaling Technology), anti-podocin antibody, anti-Rictor antibody
(Cell Signaling Technology), anti-P-S6RP antibody (Cell Signaling Technology) and anti-P-
4EBP1 antibody (Cell Signaling Technology). For each antibody, the intensity of the staining
was determined using a semi quantitative score methodology based on a 0-2 staining scale; 0,
1 and 2 correspond to 0%, 1-50% and > 50% of positive-podocytes for glomerulus. All the
glomeruli of a single section were counted.

Differentiated podocytes were fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min, permeabilized in
PBS containing 0.2% Triton X-100, then incubated with anti-Paxillin antibody (BD
Transduction Laboratories) and Phalloidin-TRITC (Sigma).

Immunofluorescence studies were analyzed using the confocal microscope Zeiss LSM 700.
Quantification were performed using Image J software.

Cell proliferation assay

Proliferative cells were detected in mouse kidney using proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) immunostaining. Four-ym sections of paraffin-embedded kidneys were incubated
with a mouse anti-PCNA antibody (DAKO) at 1:50, followed by a sheep HRP-conjugated
anti-mouse antibody (Amersham) at 1:100. Staining was revealed by DAB. The glomerular
proliferation index was calculated as the number of glomeruli with at least one PCNA-
positive nuclei for the total number of glomeruli. All the microscopic fields of a whole kidney

section were quantified.

Apoptosis assay



Apoptosis was detected in 4-um sections of paraffin-embedded kidneys by TUNEL assay
using the In Situ Cell Death Detection kit (Roche) according to the manufacturer’s protocol.
The glomerular apoptotic index was calculated as the number of glomeruli with at least one
TUNEL-positive nuclei for the total number of glomeruli. All the microscopic fields of a
whole kidney section were quantified.

Isolation of adult mice glomeruli by laser capture microdissection

Thirty micrometer frozen kidney sections were fixed in absolute ethanol and stained with
eosin Y. Glomeruli were selectively dissected using the Palm MicroBeam laser
microdissection microscope (Zeiss). A total of 1200 glomerular structures were
microdissected from each mouse and proteins were extracted with the appropriate buffer.
Western blot

Western blots were performed as previously described®®. Briefly, protein extracts from
kidneys were resolved by SDS-PAGE before being transferred onto the appropriate
membrane and incubated with anti-P-Akt Ser*” antibody (Cell Signaling Technology), anti-
Aktl antibody (Cell Signaling Technology), anti-Akt2 antibody (Cell Signaling Technology),
anti-P-Gsk3a antibody (Cell Signaling Technology), anti-P-Mdm?2 antibody (Cell Signaling
Technology), anti-Racl antibody (Upstate Biotechnology), anti-Cdc42 antibody
(Cytoskeleton), anti-RhoA antibody (Cytoskeleton) and anti-f3 actin antibody (Sigma-
Aldrich), followed by the appropriate peroxidase-conjugated secondary antibody.
Chemiluminescence was acquired using a Fusion FX7 camera (Vilbert Lourmat) and
densitometry was performed using BiolD software (Certain Tech).

Rho GTPase activation assay

RhoA and Cdc42 activities were measured using a commercially available kit (Cytoskeleton)
according to the manufacture’s instructions. For Racl activity, a PAKI1-GST fusion protein

expressing vector (a gift of Rodrick Montjean) was used to transform the BL21 strain of



Escherichia coli. The fusion protein was purified with glutathione-Sepharose 4B beads
(Amersham). The beads where incubated with kidney lysate for 1 hour at 4°C. Then the beads
were washed in lysis buffer and the pulled down fraction of Racl was resolved by
immunoelectrophoresis.

Data analysis and statistics

Data were expressed as means + SEM. Differences between the experimental groups were
evaluated using ANOVA, followed when significant (P < 0.05) by the Tukey-Kramer test.
When only two groups were compared, Mann-Whitney tests were used. The statistical

analysis was performed using Graph Prism Software.
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Figure 1: Nephron reduction activates Akt pathway in podocytes. (a) Representative
frozen section of a glomerulus before and after laser capture microdissection. (b) Western blot
of Akt phosphorylation of Ser*” on laser microdissected glomerular extracts from kidneys of
sham-operated (Sh) and 75% nephrectomized (Nx) FVB/N mice, 2 months after surgery. (c)
Colocalization between P-Akt (Ser'”) and podocin in kidneys of Nx FVB/N mice. (d)
Immunostaining and quantification of Gsk3oa and Gsk3f3 phosphorylation in Sh and Nx mice,
2 months after surgery. (e) Colocalization between P-Gsk3a and nephrin, a podocyte specific
protein, in kidneys of Nx FVB/N mice. (f) Immunostaining of Aktl and Akt2 proteins in Sh
and Nx FVB/N mice 2 months after surgery. Akt and Akt2” mice served as control of
antibody specificity (C). (g) Colocalization between Akt2 (brown staining) and WT1 (blue
staining), a podocyte specific protein. Akf2” mice served as control. Pictures are
representative samples from at least 6 mice from each group. Scale bar: 50 ym. Data are
means + SEM; n = 4-6 and 6-10 for Sh and Nx, respectively. Mann-Whitney test: Sh versus

Nx mice * P <0.05, ** P<0.01.
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Figure 2: Akf2 deficiency accelerates the development of glomerular lesions. (a)
Morphology and lesion scores of kidneys from sham-operated (Sh) and 75% nephrectomized
(Nx) Akr2""* and Akt2” mice, 2 months after surgery. (b) Coomassie staining (left panel) and
measure of albumin to creatinine ratio (mg/mmol) (right panel) in urine from Sh and Nx
Akt2*"* and Akt2”" mice, 2 months after surgery. Bovine Serum Albumin served as control (C*)

for Coomassie staining. (¢) Western blot and quantification of P-Akt (Ser*”

) in laser
microdissected glomerular extracts from kidneys of Sh and Nx Akf2*"* and Akr2” mice, 2
months after surgery. (d) Western blot and quantification of Aktl and Akt2 in laser
microdissected glomerular extracts from kidneys of Sh and Nx Akf2*"* and Akr2”" mice, 2
months after surgery. Pictures are representative samples from at least 6 mice from each
group. Scale bar: 50 ym. Data are means =+ SEM; n = 4-6 and 6-10 for Sh and Nx,

respectively. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Sh versus Nx mice: * P < 0.05, ** P <

0.01, *** P < 0.001; Akt2" versus Akt2*"* mice: # P <0.05, ## P <0.01, ### P < 0.001.
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Figure 3: Akt2 regulates podocyte survival and morphology. (a) PCNA immunostaining
(upper panels, black arrows) and quantification of PCNA-positive glomerular cells in kidneys
from sham-operated (Sh) and 75% nephrectomized (Nx) Akt2*"* and Akt2”" mice, 2 months
after surgery. TUNEL assay (middle panels, white arrows) and quantification of TUNEL-
positive glomerular cells in kidneys from Sh and Nx Akz2** and Akt2”" mice, 2 months after
surgery. WT1 immunostaining (lower panels) and quantification of WT1-positive glomerular
cells in kidneys from Sh and Nx Akr2*"* and Akt2” mice, 2 months after surgery. Pictures are
representative samples from at least 6 mice from each group. (b) TUNEL assay (upper panels,
white arrows) and WT1 immunostaining (lower panels) in kidneys from Akt2*"* and Akt2”
mice at 13 months of age. Pictures are representative samples from at least 5 mice from each
group. (¢) Electron microscopy of glomerular basement membrane and quantification of foot
process effacement in kidneys from Aks2** and Akt2” mice at 13 months of age. Akr2”
deficiency led to variable degrees of foot process effacement; in addition, even when foot
processes were present, slit diaphragms were not evident. Pictures are representative samples
from at least 4 mice from each group. Scale bar: 50 ym. Data are means + SEM; n = 4-6, 6-10
and 4-5 for Sh, Nx, and 13 month-old mice, respectively. Mann-Whitney test (when two
groups are compared) or ANOVA followed by Tukey-Kramer test (when more than two
groups are compared). Sh versus Nx mice: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001; Akr2"

versus Akt2" mice: # P <0.05, ## P <0.01, ## P <0.001.
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Figure 4: Akt2 controls critical targets for podocyte survival after nephron reduction.
(a) Western blot and quantification of P-Mdm?2 and P-Gsk3a, two downstream targets of P-
Akt, in laser microdissected glomerular extracts from kidneys of sham-operated (Sh) and 75%
nephrectomized (Nx) Ak2"* and Akt2”" mice, 2 months after surgery. (b) Immunostaining and
quantification of Gsk3a and Gsk3p phosphorylation in kidneys from Sh and Nx Akf2*"* and
Akt2” mice, 2 months after surgery. Pictures are representative samples from at least 6 mice
from each group. (c¢) Racl-GTP (left panels), Cdc42-GTP (middle panels) and RhoA-GTP
bound assay in kidneys from Sh and Nx Akr2*"* and Akt2”" mice, 2 months after surgery. Scale
bar: 50 ym. Data are means = SEM; n = 4-6 and 6-10 for Sh and Nx, respectively. ANOVA
followed by Tukey-Kramer test; Sh versus Nx mice: * P < 0.05, ** P < 0.01; Akt2” versus

Akt2*" mice: # P <0.05, ## P <0.01.
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Figure 5: Akt function in podocytes is isoform specific. (a) Coomassie staining (left panel)
and measure of the albumin to creatinine ratio (mg/mmol) (right panel) in C57BL/6 wild type
(WT), AktI” and Akt2” mice at 3 and 6 months of age. Only, the Akt2” mice developed
albuminuria. Bovine Serum Albumin served as control (C*) for Coomassie staining. (b) Renal
morphology of kidneys from WT, AktI”" and Akt2” mice at 6 months of age. Whereas Aktl”
mice were indistinguishable from wild-type littermates, Akf2” mice displayed tubular
dilations with casts (asterisk). (¢) Electron microscopy of glomerular basement membrane and
quantification of foot process effacement in kidneys from WT, AktI” and Akt2” mice at 6
months of age. Variable degrees of foot process effacement and the loss of the slit diaphragms
were observed, but exclusively in kidneys from Ak#2” mice. (d) TUNEL assay (white arrows)
and (e) WT1 immunostaining of kidneys from wild type, AktI”" and Akt2” mice at 6 months
of age. The graphs represent the quantification of the TUNEL-positive and the WT1-positive
glomerular cells. Pictures are representative samples from at least 6 mice from each group.
Scale bar: 50 ym and 1 pym, in b-d and c, respectively. Data are means + SEM; n = 5-11 for
WT, Aktl” and Akt2” mice. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Aktl” and Akr2”

versus WT mice: * P < 0.05; Akt2” versus Aktl” mice: # P < 0.05.
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Figure 6: Akt2 is an intrinsic regulator of podocyte cytoskeleton and function.

(a) Akt2 immunostaining in Akr2" and Akr27°* kidneys. Scale bar: 50 ym. (b) Coomassie
staining (upper panel) and measure of the albumin to creatinine ratio (mg/mmol) (lower
panel) in 75% nephrectomized (Nx) C57BL/6 Akt2™* and Akt2”’, 1 month after surgery.
Only, Akz2?* mice developed albuminuria. Bovine Serum Albumin served as control (C*) for
Coomassie staining. (c¢) Electron microscopy of glomerular basement membrane and
quantification of foot process effacement in kidneys from Akf2"* and Akr2°* mice 1 month
after Nx. Podocyte specific Akt2 deficiency led to variable degrees of foot process effacement;
in addition, even when foot processes were present, the slit diaphragm was not evident. (d)
Double immunofluorescence using phalloidin, a F-actin marker, and anti-paxillin antibodies
in conditionally immortalized murine podocytes transfected with lentiviruses expressing
ShRNA directed against either Aktl (Sh Aktl) or Akt2 (Sh Akt2). Lentivirus expressing
scramble (Sc) ShRNA served as controls. (¢) Double immunofluorescence using phalloidin
and anti-paxillin antibodies in conditionally immortalized murine podocytes transfected with
Sc, Sh AktI or Sh Akt2 lentiviruses and treated with sirolimus for 5 days. Scale bar: 20 ym (f)
Quantification of the number of focal adhesions in podocytes transfected with Sc, Sh AktI or
Sh Akt2 and treated or not with sirolimus. Similar results were obtained with two independent
lentiviral constructs targeting each Akt isoforms. Data are means + SEM; n = 16-18 for Ak2"*
and Akr2°* mice, respectively, and n = 3-6 for in vitro experiments. Mann-Whitney test:
Akt2" versus Akt27°* mice *** P< 0.001. ANOVA followed by Tukey-Kramer test: Sh versus
Sc: *** P< (0.001; Sh Akt2 versus Sh Aktl: ### P < 0.001, Sirolimus versus Vehicle: °°° P <

0.001.
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Figure 7: Akt phosphorylation is critical to prevent proteinuria in humans. (a) Clinical
data defining the four groups of renal transplant recipients: patients with higher estimated
glomerular filtration rate (eGFR) +/- sirolimus and patients with lower eGFR +/- sirolimus.

(b) Glomerular immunostaining of P-AKT (Ser*”

) in the four groups of patients. Akt
phosphorylation could be detected exclusively in podocytes of kidneys from renal transplant
recipients with lower eGFR. Sirolimus completely blunted such activation. (¢) Colocalization
between P-AKT (Ser*”?) and podocin in the four groups of patients. (d) Glomerular TUNEL
assay (white arrows) in the four groups of patients. Sirolimus treatment led to a marked
increased of apoptosis, but exclusively in kidneys from renal transplant recipients with lower
eGFR. (e) Glomerular immunostaining of RICTOR in the four groups of patients. Paralleling
P-AKT pattern, Rictor protein could be detected exclusively in podocytes of kidneys from
renal transplant recipients with lower eGFR. Sirolimus completely blunted such increase. (f)
Quantification of glomerular P-AKT (Ser*”) staining (left panel), TUNEL assay (middle
panel) and RICTOR staining (right panel). Pictures are representative samples from at least 10
patients from each group. Scale bar: 50 ym. Data are means + SEM; n = 20, 22, 25 and 13 in
high eGFR +/- sirolimus and low eGFR +/- sirolimus, respectively. ANOVA followed by

Tukey-Kramer test. Low eGFR versus high eGFR: *** P < 0.001; Siro+ versus Siro-: ### P <

0.001.



eGFR (mL/mn/1.73m?)

High eGFR

Low eGFR

Alb/Creat (mg/mmol)

Sirolimus level (ng/mL)

b

Glomerular P-AKT (Ser473)
(AU)

2.0

1.5+

0.5+

0.0

78.9+9.7
19+8

56.5+2.1

56 £33

189+%6

4057
124 £ 69

40+9.4

1746 £ 825

18.414.2

P-AKT(Ser*73)

/Podocin

TUNEL

RICTOR

mal |

ikt

Siro- Siro+

Siro- Siro+

High eGFR

Low eGFR

-l
L
=z
2
-
=
=
s
S
S
Q
£
o
o

Q
=
<
—
0
=
©
o
o
>
=
@
o
o

25+

154

10+

*%k%k

= B

Siro- Siro+

Siro-  Siro+

High eGFR

Figure 7

Low eGFR

Glomerular RICTOR

(AU)

—

*k%k

ikt

1

Siro- Siro+

Siro- Siro+

High eGFR

Low eGFR



Figure 8: Inhibition of podocyte Akt phosphorylation by sirolimus parallels albuminuria
development in humans. Urinary albumin excretion (lower panels) and P-Akt (Ser'”)
immunostaining (upper panels) in serial biopsies from two representative renal transplant
recipients, each of them was treated or not with sirolimus. Tx = Transplantation. Note the
strong correlation between the inhibition of Akt phosphorylation and the development of
albuminuria; whereas sirolimus treatment leads to severe albuminuria and blunts Akt

phosphorylation in patient 1, its removal restores Akt phosphorylation and reverses

albuminuria in patient 2. Scale bar: 50 ym.
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Supplementary Figure 1: Akt pathway phosphorylation after nephron reduction in
whole kidney. Western blot of Akt (Ser*””) and Gsk3 phosphorylation in whole kidneys of
sham-operated (Sh) and 75% nephrectomized (Nx) FVB/N mice, 2 months after surgery.
Despite the increase of both Aktl and Akt2 proteins, neither Akt, nor Gsk3 were
phosphorylated after Nx. Data are means + SEM; n = 6 and 10 for Sh and Nx, respectively.

Mann-Whitney test: Sh versus Nx mice * P < 0.05.
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Supplementary Figure 2: Podocytes are enriched in downstream targets of Akt. (a)
Colocalization between P-Gsk3o and nephrin, a podocyte specific protein, in kidney of
FVB/N mice, 2 months after 75% nephrectomy. (b) Immunostaining of P-Mdm?2, P-Tsc2 and
P-Foxol in FVB/N mice. All three proteins are expressed in podocytes. Pictures are

representative samples from at least 6 mice from each group. Scale bar: 50 ym.



P-Gsk3o Nephrin

P-Foxo1

Supplementary Figure 2



Supplementary Figure 3: Akt2 deletion abolishes Ser*” Akt phosphorylation in

podocytes after nephron reduction. Colocalization between P-Akt (Ser*”

) and podocin in
kidneys from sham-operated (Sh) and 75% nephrectomized (Nx) Akz2** and Akt2” mice, 2

months after surgery. Pictures are representative samples from at least 4 mice from each

group. Scale bar: 50 ym.
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Supplementary Figure 4: Akt2 deficiency accelerates the development of aging
nephropathy. (a) Coomassie staining (left panel) and measure of the albumin to creatinine
ratio (mg/mmol) (right panel) in FVB/N Ak#2*"* and Akt2” mice from 2 to 13 months of age.
Coomassie staining picture is a representative sample of 13-month-old mice and Bovine
Serum Albumin served as control (C*). (b) Morphology and lesion scores of kidneys from
Akt2*"* and Akt2”" mice at 13 months of age. Pictures are representative samples from at least
4 mice from each group. Scale bar: 50 ym. Data are means + SEM; n = 4-5 for WT, Akt/” and

Akt2” mice. Mann-Whitney test: Akt2” versus Akt2*"" mice # P< 0.05, ## P< 0.01.
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Supplementary Figure 5: Blood pressure and glycemia two months after nephron
reduction. (a) Blood pressure in sham-operated (Sh) and 75% nephrectomized (Nx) Akr2*"*
and Akr2”" mice, 2 months after surgery. (b) Immunostaining of a-smooth muscle actin (o-
sma) and quantification of the stained area of vessels in Sh and Nx Ak#2"* and Akt2” mice, 2
months after surgery. (¢) Blood fasting glucose in Sh and Nx Akf2** and Akt2” mice, 2
months after surgery. Although glycemia was slightly higher in Akf2” than in Aks2*"* mice,
Akt2”" mice do not develop overt diabetes. Pictures are representative samples from at least 6
mice from each group. Scale bar: 50 ym. Data are means + SEM; n = 3-6 and 6-10 for Sh and
Nx, respectively. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Sh versus Nx mice: * P < 0.05;

Akt2" versus Akt2"" mice: # P < 0.05, ##.
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Supplementary Figure 6: Racl activity in aging Kidneys. Racl-GTP bound assay in
kidneys of Akr2*"* and Akt2”" mice at 13 months of age. Data are means + SEM; n = 4. Mann-

Whitney test: Akr2” versus Akt2™* mice: # P < 0.05.
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Supplementary Figure 7: Impact of unilateral nephrectomy in aging mice. (a) Coomassie
staining (upper panel) and measure of the albumin to creatinine ratio (mg/mmol) (lower
panel) in C57BL/6 wild type (WT), Aktl” and Akt2” mice before (3 and 6 months) and 3
months after (9 months) unilateral nephrectomy (Uni Nx). Only, the Akr2” mice developed
albuminuria. Bovine Serum Albumin served as control (C*) for Coomassie staining. (b) Renal
morphology of kidneys from WT, AktI"" and Akr2” mice at 9 months of age and 3 months
after Uni Nx. Whereas Akt/” mice were indistinguishable from wild-type littermates, Akt2”
mice displayed tubular dilations with casts (asterisk). (¢) Rac1-GTP bound assay in kidneys of
WT, Aktl” and Akt2” mice at 9 months of age and 3 months after Uni Nx. Scale bar: 50 ym.
Data are means + SEM; n = 5-11. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Akt2” versus WT
mice: * P < 0.05, *** P< 0.001; Akr2” versus Aktl” mice: # P < 0.05, ## P < 0.01, ###P <

0.001.
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Supplementary Figure 8: Aktl and Ak#2 silencing in cultured podocytes. Western blot of
Aktl and Akt2 in cultured murine podocytes transfected with lentivirus expressing ShRNA
directed against either two sequences (35 and 37) of Aktl (Sh AktI) or two sequences (69 and
70) of Akt2 (Sh Akt2). Lentivirus expressing scramble (Sc) ShRNA served as controls.

Pictures are representative samples of four experiments.
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Supplementary Figure 9: Akf2 silencing and sirolimus treatment lead to the same
cytoskeleton rearrangement. (a) Double immunofluorescence using phalloidin and anti-
paxillin antibodies in murine podocytes transfected with lentiviruses expressing ShRNA
directed against either Aktl (Sh AktI) or Akt2 (Sh Akt2). Lentivirus expressing scramble (Sc)
ShRNA served as controls. (b) Double immunofluorescence using phalloidin and anti-paxillin
antibodies in murine podocytes transfected with Sc, Sh Aktl or Sh Akz2 lentiviruses and
treated with sirolimus for 5 days. Similar results were obtained with two independent

lentiviral constructs targeting each Akt isoforms. Scale bar: 20 ym
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Supplementary Figure 10: Akt2 is activated in podocytes of renal transplant recipients.
(a) Colocalization between P-AKT (Ser*””) and podocin in human kidneys from renal
transplant recipients treated or not with sirolimus. (b) Immunostaining showing the
distribution of AKT1 and AKT2 isoforms in human kidneys. Pictures are representative

samples from at least 8 patients from each group. Scale bar: 50 ym.
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Supplementary Figure 11: mTORC1 is not activated in podocytes of renal transplant
recipients. (a) Glomerular immunostaining (upper panels) and quantification (lower panels)
of P-4EBP1 and P-S6RP in human kidneys from renal transplant recipients treated or not with

sirolimus. Scale bar: 50 ym. Data are means = SEM; n = 10 for each group.
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Supplementary Figure 12: The mTORC2 target PKCa is activated in podocytes after
nephron reduction. Colocalization (upper panels) and quantification (lower panel) between
P-PKCo. (Ser®’) and nephrin in kidneys from sham-operated (Sh) and 75% nephrectomized
(Nx) Akr2*"* and Akt2” mice, 2 months after surgery. PKCo phosphorylation was markedly
increased after nephron reduction regardless of the genotype. Pictures are representative
samples from at least 6 mice from each group. Scale bar: 50 ym. Data are means + SEM; n =
4-6 and 6-10 for Sh and Nx, respectively. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Sh versus

Nx mice: * P < 0.05; Akt2” versus Akt2*"* mice: # P < 0.05.
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Supplementary Table 1: Demographic and clinical characteristics of the four groups of

patients
High GFR Low GFR
Characteristics Sirolimus — | Sirolimus + | Sirolimus — | Sirolimus +
(n=20) (n=22) (n=25) (n=13)
Males (%) 55 59 60 61
Age at ESRD (year) 43+11 40+12 45+15 36+10
Dialysis duration (year) 477438 4.1+4 49+39 37£22
eGFR (ml/min/1.73m?) 7949 56+2 40+5 4049
A/C (mg/mmoL) 19+8 56+33 124+68 1746825
IF/TA score 0.2+0.4 0.3+04 24405 2.5+0.5
Steroids (%) 85 82 80 92
Purine Analog (%) 100 100 100 100
Calcineurin inhibitor (%) 100 0 100 0
Diabetes (%) 15 9 16 8
Hypertension (%) 95 86 100 92
Acute Cellular Rejection (%) 10 13 8 8

GFR: Glomerular Filtration Rate; ESRD: End Stage Renal Disease; eGFR: estimated

Glomerular Filtration Rate; A/C: Albumin/Creatinine ratio in the urine; IF/TA: Interstitial

Fibrosis/Tubular Atrophy score.



Supplementary Table 2: Individual clinical characteristics of the 80 patients included in the study.

Patient Sex Age at Dialysis eGFR A/C IF/TA Steroids Purine CNI Diabetes HTA ACR Donor Cold
ESRD duration | (mL/mn/ | (mg/mm Analog Age Ischemia
(year) (year) 1.73m?) oL) (year) Time
(hour)

1 M 34 0.8 78 18 0 1 1 1 0 1 0 47 16

2 F 46 6.9 80 23 0 1 1 1 0 1 0 51 17

3 M 41 6.3 60 13 1 1 1 1 1 1 1 32 12

4 F 32 7.5 90 14 0 0 1 1 0 1 0 39 21

5 F 39 1.6 77 34 1 1 1 1 0 1 0 46 18

6 F 45 64 72 27 0 1 1 1 0 1 0 51 15

7 F 54 104 77 14 0 1 1 1 0 1 0 43 19

8 F 60 3.1 81 26 1 1 1 1 0 1 0 38 15
High 9 M 33 10 82 37 0 1 1 1 0 1 0 37 14
eGFR 10 M 57 44 87 8 0 0 1 1 0 1 0 33 16
Siro- 11 M 39 3.6 95 19 0 1 1 1 1 1 1 38 11
Group 12 M 33 40 84 11 0 1 1 1 0 1 0 58 10
13 F 18 16.1 61 13 1 1 1 1 0 1 0 45 19
14 M 57 22 61 11 0 1 1 1 0 1 0 59 17
15 M 40 0.6 84 9 1 1 1 1 0 1 0 31 22

16 M 52 50 78 26 0 1 1 1 1 1 0 22 18

17 M 37 0.9 82 24 0 1 1 1 0 1 0 42 13
18 F 47 20 76 22 0 1 1 1 0 1 0 45 14

19 F 52 5.8 93 11 0 1 1 1 0 0 0 32 8

20 M 58 37 80 18 0 0 1 1 0 1 0 41




Patient Sex Age at Dialysis eGFR A/C IF/TA Steroids Purine CNI Diabetes HTA ACR Donor Cold
ESRD duration | (mL/mn/ | (mg/mm Analog Age Ischemia
(year) (year) 1.73m?) oL) (year) Time
(hour)

1 M 27 1.0 55 33 0 1 1 0 0 1 1 23 14

2 F 17 7.7 53 50 0 1 1 0 0 1 0 45 13

3 M 39 1.1 54 42 1 1 1 0 0 1 0 61 16

4 F 38 1.8 56 14 0 1 1 0 0 0 0 51 15

5 M 28 16.3 57 30 0 1 1 0 0 1 0 34 17

6 M 38 2.1 58 31 1 1 1 0 0 1 0 36 16

7 M 39 1.8 59 20 0 1 1 0 0 1 0 43 11

8 M 58 1.6 59 46 1 1 1 0 1 1 0 51 13

9 F 52 41 58 37 0 1 1 0 0 1 0 29 14

High 10 F 56 33 61 58 0 1 1 0 0 1 0 31 10
eGFR 11 M 35 33 59 53 1 1 1 0 0 1 0 49 9
Siro+ 12 M 49 5.1 57 138 0 1 1 0 0 1 0 45 22
Group 13 F 47 20 56 61 0 1 1 0 0 1 0 52 20
14 M 52 3.1 57 100 0 0 1 0 0 1 1 49 18

15 M 28 22 58 32 1 0 1 0 0 1 0 38 17

16 F 47 35 57 43 0 1 1 0 0 1 0 35 19

17 M 56 0.0 56 29 0 1 1 0 0 0 0 25 20

18 F 16 13.5 57 47 0 1 1 0 1 1 0 58 12

19 F 37 59 53 81 0 0 1 0 0 1 0 54 11

20 M 36 04 55 35 0 1 1 0 0 1 0 22 16

21 M 56 3.7 55 33 1 0 1 0 0 1 1 41 9

22 F 32 6.2 53 94 0 1 1 0 0 1 0 35 12




Patient Sex Age at Dialysis eGFR A/C IF/TA Steroids | Purine CNI Diabetes HTA ACR Donor Cold
ESRD | duration | (mL/mn/ | (mg/mm Analog Age Ischemia
(year) (year) 1.73m?) oL) (year) Time
(hour)

1 F 11 12.7 38 65 3 1 1 1 1 1 0 55 18

2 F 43 11.7 45 229 2 0 1 1 0 1 0 51 19

3 F 51 34 44 171 2 0 1 1 0 1 0 41 20

4 F 51 34 42 136 2 1 1 1 0 1 0 39 17

5 M 42 4.5 30 190 2 1 1 1 0 1 0 34 18

6 F 62 0.8 38 182 3 1 1 1 0 1 0 43 15

7 F 57 32 36 26 3 1 1 1 0 1 0 41 19

8 F 15 12.2 41 24 2 1 1 1 0 1 0 54 17

9 M 53 14 39 100 2 1 1 1 0 1 0 58 12

10 F 47 15.2 37 112 3 1 1 1 0 1 0 42 21

11 M 50 6.9 46 24 2 1 1 1 0 1 0 29 15

Low 12 M 63 33 41 55 3 1 1 1 0 1 0 37 24
egi‘_‘ 13 F 53 47 35 229 3 1 I 1 1 1 0 41 21
Group 14 M 41 0.3 38 216 3 1 1 1 0 1 0 51 16
15 M 43 3.6 40 170 2 1 1 1 1 1 1 47 15

16 M 23 47 29 182 2 0 1 1 0 1 0 34 17

17 M 41 34 49 89 3 1 1 1 0 1 0 57 11

18 M 52 3.1 48 60 2 1 1 1 0 1 0 43 17

19 M 19 1.13 27 61 3 1 1 1 0 1 0 32 18

20 F 26 4.5 42 98 3 0 1 1 0 1 0 39 22

21 M 32 1.3 49 137 2 1 1 1 0 1 1 44 12

22 M 64 4.5 40 180 2 1 1 1 0 1 0 41 19

23 M 40 3.8 43 157 3 1 1 1 0 1 0 38 27

24 M 64 4.6 44 24 2 0 1 1 0 1 0 21 16

25 M 63 32 40 193 2 1 1 1 1 1 0 29 14




Patient Sex Age at Dialysis eGFR A/C IF/TA Steroids | Purine CNI Diabetes HTA ACR Donor Cold
ESRD | duration | (mL/mn/ | (mg/mm Analog Age Ischemia

(year) 1.73m?) oL) (year) Time

(hour)

1 M 35 43 47 1855 2 1 1 0 0 1 0 51 21,5

2 M 35 43 42 1570 3 1 1 0 0 1 0 29 20,1

3 M 40 3.8 39 1529 3 1 1 0 0 1 0 55 21,3

4 M 33 4 48 3455 3 1 1 0 0 1 0 47 13,5

5 M 54 1.7 47 1472 2 0 1 0 1 1 0 51 12,7

Low 6 F 34 1.9 26 2963 2 1 1 0 0 1 0 39 18,3
eGFR 7 F 48 32 24 1332 3 1 1 0 0 1 0 31 17,5
g'rro‘:; 8 M 15 8.6 36 1578 3 1 1 0 0 1 0 36 16
9 M 38 54 51 1426 3 1 1 0 0 1 1 41 15,5

10 F 45 0.5 26 2215 2 1 1 0 0 1 0 44 19.3
11 M 21 22 50 2153 2 1 1 0 0 1 0 52 21

12 F 36 63 42 286 2 1 1 0 0 0 0 29 13,5

13 F 37 1.6 43 864 2 1 1 0 0 1 0 48 14.8

eGREF: estimated Glomerular Filtration Rate; ESRD: End Stage Renal Disease; A/C: Albumin/Creatinine ratio in the urine; IF/TA: Interstitial Fibrosis/Tubular Atrophy; CNI: Calcineurin

Inhibitor at the time of biopsy; HTA: Hypertension at the time of biopsy; ACR: Acute Cellular Rejection at the time of biopsy.




2 Etude du role de la voie AKT/mTORC au cours de la
néphropathie liée au syndrome des antiphospholipides

(Article soumis)

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) se caractérise par la survenue de
thromboses et/ou d’avortements spontanés associés a des anticorps antiphospholipides. A coté
des thromboses, manifestation la plus connue et la mieux caractérisée, le SAPL s’accompagne
de 1ésions vasculaires proliférative treés particulieres, intéressant 1’intima des vaisseaux et
conduisant progressivement a 1’obstruction de la lumiere. Ces 1ésions décrites dans tous les
vaisseaux sont particulierement bien connues dans le rein sous I’appellation : néphropathie
liée au SAPL. Ces I1ésions ne sont pas modifiées par 1’anticoagulation efficace qui constitue le
traitement de référence du SAPL. Les voies moléculaires impliquées dans ce processus

pathologique ne sont pas connues et aucune thérapeutique n’est actuellement envisagée.

Le but de mon travail de these a été d’étudier le role précis de la voie AKT/mTOR

dans le développement de la néphropathie liée au SAPL.

Nous avons tout d’abord étudié 1’état d’activation des voies mMTORC1 et mMTORC2 sur
des biopsies rénales de patients ayant une néphropathie liée au SAPL. Alors qu’aucune
phosphorylation n’est décelable dans les vaisseaux de reins normaux, nous avons observé sur
les biopsies rénales patients ayant une néphropathie liée au SAPL, une phosphorylation,
sélectivement endothéliale, de S6RP, cible d’aval de mTORCI, et de AKT sur la Ser*”?, cible
d’aval de mTORC?2. Les expériences de colocalisations ont confirmé que ces voies étaient
activées dans les mémes cellules endothéliales. Afin de mieux caractériser 1’impact
fonctionnelle de cette activation de la voie AKT/mTORC, nous nous sommes attachés ensuite
a étudier la prolifération cellulaire. Nos résultats montrent une augmentation significative de
la prolifération des cellules endothéliales mais aussi des cellules musculaires lisses adjacentes.
Pour renforcer le lien entre le SAPL et activation endothéliale de la voie AKT/mTORC nous
avons ensuite comparé le degré d’activation de cette voie dans une deuxieéme cohorte
composée de patients ayant la méme maladie, un lupus érythémateux disséminé, et le méme
niveau de fonction rénale, mais associée ou non a un SAPL. Les résultats confirment

I’activation spécifiquement endothéliale de la voie AKT/mTORC et ce uniquement dans le
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groupe ayant un SAPL. Cette activation de la voie AKT/mTORC s’accompagnait d’une

prolifération des cellules de la paroi vasculaire.

Afin de juger du caractere systémique ou non de I’activation endothéliale de la voie
AKT/mTORC au cours du SAPL, nous avons ensuite étudié différents territoires vasculaires
de patients ayant une forme extrémement sévere de SAPL, appelée le syndrome
catastrophique des antiphospholipides (CAPS). Nous observames une activation endothéliale

de cette voie et ainsi le caractere disséminé de cette activation.

Pour confirmer le lien direct entre anticorps antiphospholipides et activation
endothéliale de la voie AKT/mTORC, nous avons ensuite étudié in vitro les effets de ces
anticorps. Nous avons constaté que les anticorps antiphospholipides induisaient le
recrutement endothéliale rapide de mMTORC1 et mTORC?2 et ce de maniere PI3K dépendante.
Afin d’identifier d’éventuelles pistes thérapeutiques, nous nous sommes intéressés a 1’impact
du sirolimus sur I’activation de ces voies. Nous avons observé que le traitement de cellules
endothéliales par sirolimus durant une durée courte inhibait 1’activation de la voie mTORCI
mais pas celle du complexe mTORC2 induite par les anticorps antiphospholipides. Fait
important, un traitement prolongé dans le temps permettait une abolition complete de la

signalisation mTORC1 mais aussi mMTORC?2 induite par les anticorps antiphospholipides.

Finalement, nous avons voulu évaluer I’impact d’un traitement par sirolimus sur la
signalisation AKT/mTORC endothéliale de patients atteints de SAPL. Le sirolimus étant
utilis€é de maniere courante comme immunosuppresseur, et compte tenu de la grande
fréquence récidive apres greffe, nous avons étudié son impact chez des patients transplantés
rénaux ayant un SAPL. Nous avons observé que le sirolimus inhibait 1’activation endothéliale
de la voie mTORC1 mais aussi mTORC2. Cette inhibition s’accompagnait d’une nette
réduction de prolifération des cellules de la paroi vasculaire et d’un ralentissement de la
progression des 1ésions vasculaires. Singulierement, I’administration de sirolimus dans cette
population s’accompagnait d’une meilleure fonction rénale a 12 mois post greffe et d’un

allongement significatif de la survie du greffon rénal.

Ainsi, ce travail permet de révéler une partie des mécanismes physiopathologiques de
la progression des lésions vasculaires liées au SAPL en mettant en lumiere le rdle crucial de
I’activation endothéliale de la voie AKT/mTORC. De plus, nous proposons une nouvelle

arme thérapeutique dans cette pathologie dévastatrice.
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Figure 13: Modele physiopathologique proposé. Les anticorps antiphospholipides (APA) en se liant a la $2-
GPI a la surface de I’endothélium induisent le recrutement des voies PI3K et mTORC?2 avec phosphorylation
d’AKT. L’activation d’ AKT induit la prolifération endothéliale mais aussi la synthése d’un facteur mitogene
d’origine endothéliale ciblant les cellules musculaires lisses.
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Abstract

Antiphospholipid syndrome, the most frequent acquired cause of thrombophilia, is
characterized by the presence of auto-antibodies directed against cell membrane
phospholipids and phospholipid binding proteins. Proliferative lesion of the arterial vessels is
the hallmark of the severe forms of APS such as APS nephropathy (APSN). The
pathophysiology of these lesions is currently unknown and efficient therapeutic strategy are
lacking. The key regulators of cell growth, mechanistic target of rapamycin (mTOR) complex
1 and 2 (mTORC1 and mTORC2), have been implicated in vascular narrowing after
mechanical injury. Here, we observed a vascular activation of both mMTORCI1 and 2 pathways
in APSN as well as in others critical arterial beds in patients with severe APS. Remarkably,
this activation concerned selectively the endothelial cells but correlated with proliferation of
both endothelial and smooth muscle cells and, more importantly, with vascular lesions.
Mechanistically purified IgG from patients with APS activate both mTORC1 and mTORC?2 in
cultured endothelial cells in a complement independent manner. Remarkably, mTORC
inhibition in kidney transplant recipient with recurrent APSN was associated with a reduction
of the severity of the vascular lesions and with a marked improvement of allograft survival. In
conclusion, our results disclose a novel and critical function played by mTOR during APA
induce vascular lesion and identify a potential therapeutic target for preserving kidney

function in this population.



Introduction

Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disease characterized by the presence of
circulating antiphospholipid antibodies (APA) that cause arterial, venous and small vessels
thrombosis and/or obstetrical complications consisting in pregnancy loss or preterm birth due
to pre-eclampsia or placental insufficiency'. APA are a family of autoantibodies that
recognize various phospholipids and plasma proteins with affinity for anionic cell surface
phospholipids. There are three main types of APA: lupus anticoagulant (LA), anti-cardiolipin
(aCL) and anti—B2 glycoprotein I antibodies (anti-32GPI)'. This clinical syndrome is observed
either isolated or in association with in a number of autoimmune disorders, i.e. systemic lupus
erythematosus (SLE).

APS is considered as the most frequent cause for acquired thrombophilia and is associated
with a significant morbidity and mortality'. Indeed, APS account for 20% of the stroke in
young patients. In addition, APS represents a major adverse prognostic factor in patients with
SLE’. The main consequence of the APS is thrombotic complication’, and so far, the only
treatment, which has been shown to reduce the vascular complication in APS patients, is
permanent anticoagulation. However, this regimen does not completely prevent the recurrence
of vascular events in high risks patients and is associated with an increase incidence of
bleeding.

Although thrombosis is considered as the key feature of the vascular disease in APS, chronic
arterial and arteriolar lesions have been frequently associated. These lesions consist mainly in
a thickening of the intima and the media often associated with an increased in the cellularity
of the two layers*''. These lesions have been particularly well characterized in the kidney and
called APS-nephropathy (APSN). These vascular changes lead to progressive fibrosis that

12-14

ultimately results in end-stage renal failure (ESRF)“". Moreover, others and we have

reported that kidney transplant recipients with APA are at greater risk to develop thrombotic



complication”". In addition to thrombotic complication, we have observed that these patients
developed typical features of APSN recurrence on the allograft”. These lesions led to a fast
decline of the measured glomerular filtration rate (mGFR).

To date the effort made to elucidate the pathogenesis of APS have focused on the mechanisms
of thrombosis formation whereas the pathophysiological processes responsible for the chronic
vascular changes associated with APS have not been investigated. In that regard, a better
understanding of APSN pathogeny could represent an important milestone to elaborate
therapeutic strategies limiting the chronic vascular alterations in APS.

mTORC kinase is a central node of the signalling pathways that regulates cellular growth,
proliferation and survival. mTORC is a component of two functionally distinct complexes.
mTOR complex 1 (mTORCI1) stimulates ribosome biogenesis and protein translation by
phosphorylating S6 kinase while in turn activates S6 ribosomal protein (S6RP), and 4E-BP1
protein (4EBP1). mTOR complex 2 (mTORC?2) promotes survival, proliferation or migration
depending on the cellular context, through AKT phosphorylation on Ser*””. An important and
complex cross-regulation exists between mTORC1 and mTORC?2. Indeed, the activation of
AKT by mTORC2 stimulates mTORC1, whereas mTORC]1 reduces mTORC2 activation®.
mTORC has been shown to play an important role in the vascular narrowing secondary to
mechanical endothelial injury in both experimental models and patients undergoing arterial
angioplasty notably by promoting vascular smooth muscle cells (VSMC) proliferation in the
media®'**. Indeed the mTORC inhibitor sirolimus is now currently used to prevent reactive
arterial stenosis after coronary artery stenting. Hence, we wondered whether mTORC

pathway could play an instrumental role in vascular change associated with APSN.



Methods
Patients and data collection

Native kidney diseases

To analyse mTORC activation in APSN on native kidneys, we studied four distinct groups of
patients followed in the Nephrology Department of Necker Hospital. The demographical
characteristics are summarized in the Supplementary Table 1. Briefly, we examined (i) a
group of patients with primary APS associated with biopsy proven APSN (n=12), (ii) a group
of patients with APSN due to secondary APS superimposed on SLE nephritis (class III or IV)
(n=20), (iii) a group of patients with SLE nephritis (class III or IV) but without APS nor
APSN (n=25), (iv) and a control group composed of healthy renal peritumoral tissues from
patients who undergone partial or complete nephrectomy for renal neoplasia (n=10).
Transplant recipients

The cohort of transplant recipients was previously described” and demographical
characteristics are summarized in the Supplementary Table 2. Briefly, we studied a first group
of transplant recipients with APA+ (Tx APA+, n=37) and a control group of transplants
recipients without APA- (Tx APA-, n=59) engrafted during the same period. These patients
were followed in the Transplant unit of Necker Hospital. All patients with functioning
allograft had surveillances biopsies and measured glomerular filtration rate (mGFR) at 3- and
12-months post transplantation. Thirteen and ten patients had an immunosuppressive regimen
with sirolimus in the Tx APA- and Tx APA+ group, respectively.

Autopsy cases

We studied two groups of deceased patients autopsied in the Department of Pathology of La
Pitié Salpétriere, a first group of patients with catastrophic antiphospholipid syndrome

(CAPS) (n=4) and a group of patients with SLE but without APS (n=4). The demographical



characteristics are listed in Supplementary Table 3. We explored two large arteries per
patients: carotid and left anterior descending artery.
The Institutional Review Board of Necker Hospital approved this protocol and informed

written consent was obtained from each patient.

Renal function and sirolimus serum levels

The serum creatinine level was measured using a Synchron Cx4 autoanalyzer (Beckman
Coulter, Villepinte, France). The glomerular filtration rate (GFR) was evaluated by iohexol
clearance at 3- and 12-months posttransplant as previously described”. Sirolimus serum levels

were determined by high-performance liquid chromatography™.

Biopsy samples and morphological analysis

Human kidney biopsies were either fixed, in alcoholic Bouin’s solution (native kidneys) or in
alcohol-formalin-acetic acid solution (transplant kidneys). For carotid and left anterior
descending artery providing from autopsy cases, samples were fixed in formalin. All samples
were then embedded in paraffin. 4-ym sections were stained with the Periodic Acid Schiff
(PAS), Masson’s trichrome and hematoxyin and eosin (H&E). Schiff (PAS), Masson’s
trichrome and hematoxylin and eosin. Transplant biopsies were evaluated using the Banff

classification?’.

Immunohistochemistry and immunofluorescence

Immunofluorescence

4-mm sections of paraffin-embedded kidneys were incubated with P-AKT (Ser*”

) antibody
(Cell Signaling Technology), anti-P-S6RP antibody (Cell Signaling Technology), anti-aSMA
antibody (Sigma-Aldrich), anti-KI67 antibody (Novus Biological), anti-CD31 antibody

(Dako) and anti-CD105 antibody (Sigma-Aldrich) after the appropriate antigen retrieval. The



primary antibodies were revealed with the appropriate Alexa 488- or 555-conjugated
secondary antibody (Molecular Probes). Immunofluorescence staining was acquired with the

Zeiss LSM 700 confocal microscope.

Immunohistochemistry

4-mm sections of paraffin-embedded kidneys were incubated with P-AKT (Ser*”

) antibody
(Cell Signaling Technology), anti-P-S6RP antibody (Cell Signaling Technology) after the
appropriate antigen retrieval. The primary antibodies were revealed with the appropriate

secondary antibody (Molecular Probes). Peroxidase activity was revealed by 3-30-diamino-

benzidine-tetrahydrochloride (DAB, Dako).

Cell proliferation assay

Proliferative cells were detected in kidney using proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
immunostaining. 4-ym sections of paraffin-embedded kidneys were incubated with a mouse
anti-PCNA antibody (DAKO).

IgG purification

Human IgG containing antiphospholipid antibodies (APA IgG) were obtained from 12
patients with APS. IgG were purified using the Melon Gel IgG Purification System (Thermo
Scientific) and control human IgG from a healthy non-autoimmune person (NH IgG) were

purified by an identical method (n=14).

Cells culture and cells experiments

We choose Human micro vascular endothelial cells (HMEC) cells for their relevance and
implication in the pathophysiology of the disease as observed in dermatological vasculopathy
associated with APA. HMEC were cultured in MCDB 131 medium supplemented with 10%

FCS (MCDB 131-10% FCS medium). HMEC were grown to a confluence of 80% and then



starved for 12 h in MCDB 131 medium supplemented with 2% FCS before use (MCDB 131-
2% FCS medium). Next, cells were incubated during one hour with $2-GP1 (5mg/ml, Stago)
in MCDB 131-2% FCS medium. After washing, HMEC were exposed to NH IgG
(100mg/mL) (n=14) or APA IgG (100mg/mL) (n=12) antibodies in MCDB 131-2% FCS

medium during five minutes.

Western blot

Western blots were performed as previously described®. Briefly, protein extracts from HMEC
were resolved by SDS-PAGE before being transferred onto the appropriate membrane and
incubated with anti-P-AKT (Ser*”’) antibody (Cell Signaling Technology), anti-P-AKT
(Thr'®®) antibody (Cell Signaling Technology), anti-P-S6RP antibody (Cell Signaling

Technology), anti-P-GSK3a antibody (Cell Signaling Technology), anti-AKT antibody (Cell

Signaling Technology), anti-S6RP antibody (Cell Signaling Technology) and anti-f3 actin

antibody (Sigma-Aldrich).

Sirolimus, 1.Y294002, PP242 and cells experiments

For sirolimus (LC laboratories, L-7962), we used two different procedures: a short exposure
(one hour) and a long one (twenty four hours). In the short exposure procedure, HMEC were
incubated during one hour with b2-GP1 plus sirolimus 20nM and finally exposed to NH 1gG
(n=6) or APA IgG (n=6) during five minutes. For long exposure, we used the same
experimental procedure but HMEC were pretreated with sirolimus 20nM during 48h. For
LY294002 (20mM) (LC Ilaboratories, R-5000) and PP242 (0.5mM) (home made by
Azasynth) we also used the same experimental procedure but HMEC were pretreated before

use during one hour. All experiments were performed in duplicates.

Data analysis and statistics



Data were expressed as means + SEM. Differences between the experimental groups were
evaluated using ANOVA, followed when significant (P < 0.05) by the Tukey-Kramer test.
When only two groups were compared, Mann-Whitney tests were used. The statistical

analysis was performed using Graph Prism Software.



Results

1/ mTORC pathway is activated in endothelial cells of patients with APA

In order to investigate the state of activation of the mTORC pathway in the arterial and
arteriolar renal beds of patients with primary APS we analysed the phosphorylation of two
critical downstream targets, SORP and AKT (Ser*”®), which reflect the activation of mTORCI
and mTORC?2 respectively. Immunofluorescence revealed a high kidney number P-S6RP and
P-AKT (Ser*”) positive vascular sections in kidney biopsies from patients with primary APS
whereas any signal could be detected in controls (Figure 1A, 1B and 1E, Supplementary
Figure 1). Interestingly, most of positive cells localized to vascular sections with prominent
lesions. Colocalization experiments showed that, both P-S6RP and P-AKT (Ser*”) were
activated in endothelial cells (CD105 positive cells) but not in a-smooth muscle actine
positive cells (a-SMA positive cells) (Figure 1A and 1B). In addition, immunostaining on
serial section showed that mTORCI1 and mTORC?2 activation occurred in the same vessels

(Figure 1D and Supplementary Figure 1).

To ascertain that mTOR activation in endothelial cells resulted by APA and not by chronic
kidney disease, we took advantage of a cohort of patients with SLE complicated by APS (SLE
APS+) or not (SLE APS-). By comparing kidney biopsies from patients with similar degree of
lupus nephritis, we observed that P-S6RP and P-AKT (Ser*”) positive vascular sections were
almost exclusively detected in the SLE APS+ group. Colocalization experiments confirmed
the endothelial nature of mTORC activation (Figure 1A, 1B and 1E). Collectively these
results indicate that the occurrence of renal vascular lesions is strongly and specifically

associated with mMTORC1 and mTORC?2 activation in APS patients.

2/ Endothelial mTORC pathway is activated during CAPS

To determine if APA induces vascular lesion is restricted to kidney or associated with a more



general vascular disease, we explored autopsy cases from patients with CAPS and a group of
patients with SLE but without APS (SLE APS-) as a control group. Interestingly, in two
different vascular beds studied (carotid and left anterior descending artery), we observed
severe and extraordinary narrowed lumen of vessels by neointimal formation in both
territories specifically in the CAPS group (Supplementary Figure 2). Importantly, these

lesions on large arteries did not have features of

atheromatous lesions in this young population. We observed, on serial sections, that all
narrowed vessel in the CAPS group had positives endothelial cells for P-S6RP and P-AKT
(Ser*”?) whereas SLE APS- patients did not (Supplementary Figure 2). Hence, APA induces

systemic vascular lesions with endothelial mTORC pathway activation.

3/ mTORC activation is associated with vascular proliferation in APSN

Since morphological appearance of the intima suggests hypercellularity and, as mTOR
pathway activation is associated with proliferation, we hypothesized that vascular cell
proliferation might contribute to the development of lesions. PCNA immunostaining showed
that very few cells were positive in vessels of the control group and the SLE APL- group.
Remarkably, the number of vascular cross section with PCNA positive cells dramatically
increased in the group of patients with either primary APS or SLE APS+ (Figure 1C and 1E).
Colocalization studies showed that proliferation was not restricted to endothelial cells but also
involved VSMC (data not shown). Interestingly, proliferation in VSMC suggests a cross talk

with endothelial cells.

4/ APA activate mTOR in endothelial cells in vitro

We next investigate if APA may directly activate mTORC pathway in endothelial cells. In

this aim, we incubated a line of HMEC with either normal human IgG obtained from healthy



individuals (NH IgG) or polyclonal APA isolated from APS patients (APA IgG). Strikingly,
APA IgG induced a marked increase in the phosphorylation of S6RP and AKT (Ser*”’) within
five minutes whereas NH IgG did not (Figure 2A). To further support the activation of AKT,
we observed that one of its direct targets, GSK3a, was also phosphorylated (Figure 2A). To
characterize the mTORC implication in APA induces AKT activation, we then pretreated
HMEC with PP242, a selective mTOR kinase inhibitor *(Figure 2B). We observed that this

treatment completely abolished APA-induces AKT and S6RP phosphorylation.

Since AKT could be recruited to the membrane by Phosphoinositide-Dependent Protein
kinase 1 (PDK1)*, we investigated the phosphorylation status of AKT on Thr'®,
Interestingly, we observed that APA IgG induced a marked increase in the phosphorylation of
AKT (Thr’®), whereas NH IgG did not (Figure 2A). More importantly, pretreatment of
HMEC with LY294002, a PI3K inhibitor’', was able to completely prevent the activation of
the AKT pathway supporting the role of a PI3K dependent recruitment of AKT to cell

membrane (Figure 2B).

Since sirolimus is a specific inhibitor of mTORC routinely used in clinics, we evaluate the
effect of this drug on APA induced AKT activation (Figure 2B). Sirolimus inhibits mTORC1
by dissociating the mTORC1 complexes, but also depending of cell type and treatment
duration, sirolimus has been shown to inhibit mMTORC?2, likely by preventing the assembly of
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novel mTORC2 complexes™™ . Consistent with these findings, we observed that a short

exposure of HMEC to sirolimus led to a complete inhibition of the APA-induces
phosphorylation of S6RP but failed to prevent AKT phosphorylation on the residue Ser*”.

Interestingly, after a longer exposition, sirolimus blocked the APA-induces phosphorylation

of both S6RP and AKT (Figure 2B).



Collectively these results indicate that APA activates mTORC2 and mTORCI in endothelial

cells in a PI3K dependent manner.

5/ Sirolimus inhibits endothelial mTORC pathway activation and prevents vascular

lesions in transplant recipients with APA

Our results suggested that sirolimus could be a potential therapeutic for APSN. We took
advantages of the use of this compound as an immunosuppressive drug in renal
transplantation. We recently reported that patients with APA (Tx APA+) at the time of
transplantation tend to develop severe vascular lesions on the grafted kidney resulting in a
poor functional outcome compared to a control group of transplant recipients without APA
(controls)"”. Among the 37 Tx APA+ patients of our cohort, 10 received sirolimus therapy as
an immunosuppressive regimen (Tx APA+ Siro+). Using protocol biopsies, we first observed
that Tx APA+ Siro+ patients developed only very few chronic APSN lesions, such as intimal
hyperplasia (Figure 3A), and less non-specific chronic allograft lesions of the vessels,
interstitium and tubules, during the first year of transplantation compared to transplant
recipients with APA but without sirolimus (Tx APA+ Siro-) (Figure 3B, Supplementary
Figure 3 and 4A). Moreover, Tx APA+ Siro+ patients had a significantly better mGFR
compared to APA+ Siro- patients (56 + 10.8 vs. 39.6 = 14.6 mL/min respectively) (Figure
3C). Importantly, after a median follow-up of 52.5+23.5 months, Kaplan Meier survival
analysis showed a significantly improved allograft survival rate in Tx APA+ Siro+ patients

compared to Tx APA+ Siro- patients (Figure 3D).

We then evaluated using protocols biopsies, the state of endothelial mTORC activation. We
observed that, either at 3- or 12-months post transplantation, a high number of P-AKT (Ser*”)

and P-S6RP positive renal vascular sections was present in biopsies from Tx APA+ Siro-

patients whereas only very few vascular sections were positive in the Tx APA- group (Figure



4A and 4B, Supplementary Figure 4B and 4C). This observation corroborates the crucial role
of APA to trigger mTOR pathway in endothelial cells. Importantly, we failed to detect any
mTORCI and also mTORC?2 activity, in vascular section of Tx APA+ Siro+ patients (Figure
4A and 4B, Supplementary Figure 4B and 4C). Next, we analysed the rate of vascular cells
proliferation on protocol biopsies to assess the impact of endothelial mTORC activation
during the post transplant course. As on native kidneys, we observed that mTORC activation
was associated with an increase of vascular cells proliferation in Tx APA+ Siro- patients
compared to Tx APA- patients (Figure 4C, Supplementary Figure 4D). Strikingly, vascular
cell proliferation was dramatically reduced in Tx APA+ Siro+ patients (Figure 4C,

Supplementary Figure 4D).



Discussion

By combining in vivo observations in humans with in vitro studies, we were able to establish a
pivotal role for the mMTORC pathway in regulating the progression of vascular disease in APS.
We demonstrate an activation of both mMTORC1 and mTORC?2 in the endothelial cells of APS
patients with APS related chronic vascular remodelling. The direct causative role of APA in
this setting is sustained by our finding that exposition of cultured human endothelial cells to
APA elicits both mTORC1 and mTORC?2 signalling. Taking advantage of the use of sirolimus
as an immunosuppressive drug in transplanted patients, we demonstrated that mTORC
activation acts as a growth-promoting factor that is instrumental in the constitution of the APS
related chronic vascular lesions. Strikingly, we found that sirolimus therapy was associated
with a preservation of the kidney architecture and function in transplanted patients with APA.
As a whole, our results identified a new mechanism of antibody mediated vascular injury and
point at mTORC inhibition as a potential, molecular targeted, therapeutic strategy in APS.
Although many studies have been conducted to elucidate the molecular mechanisms leading
to thrombosis during APS, the signaling pathways that allow antiphospholipid antibodies to
vascular cells proliferation and progressive occlusion were unknown. Our study points to
mTORC as the kinase that induces endothelial cells activation and proliferation in this setting.
In fact, we observed that mTORC is activated in endothelial cells in response to
antiphospholipid antibodies binding consistent with previous in vitro studies reporting an
activation of mTORC in cultured endothelial cells submitted to others type of antibodies such
as anti-HLA antibodies*’. More importantly, we demonstrated that, in human, the preclusion
of such activation by sirolimus treatment led to prevention of vascular damage.

Our in vitro studies provided a direct link between APA and mTORC pathway activation.
Interestingly, APA induced a rapid recruitment of mTORC1 and mTORC2 complexes.

However, the mechanism by which mTORC is recruited by APA is not elucidated. APA have



been demonstrated to promote thrombosis in part through ligation with the domain I of 32GPI
on endothelial cell surface®. This complex then cross-link many receptors including annexin
A2, toll like receptor 4, calreticulin, apoER2 and nucleolin, leading to cell activation and
thrombosis**°. In our model, after APA ligation to its cellular receptors, AKT is rapidly
recruited to the membrane and phosphorylated on residue Thr'® in a PI3K dependant step as
assed by the impact of LY294002. Importantly, we observed, that endothelial mMTORC2 could
be sirolimus sensitive in some conditions. Indeed, a short time exposure of sirolimus led to a
rapid blockage of mMTORC1 but nor mTORC2. However, a more prolonged exposure led to a
complete blockage of mMTORC1 and mTORC?2 pathways. This finding is in phase with recent
results, obtain in vitro but also in vivo, where the mechanism of mTORC?2 inhibition due to
sirolimus is unclear, acting either by dissociating the mTORC2 complex or reducing RICTOR

expression’>*'.

Our study revealed that, while mTORC activation is compartmentalized in endothelial cells,
proliferation involved both, endothelial cells and VSMC. This observation supports that
endothelial cells can lead to the release of a mitotic paracrine factor targeting VSMC, whom
secretion is mMTORC dependent. Endothelial cells play numerous physiological roles including
the maintenance of vascular tone by release of molecules such as nitric oxide, endothelin-1 or

prostacyclin’’, and normally inhibit VSMC proliferation***

. During mechanical injury,
endothelial cells secrete many cytokines, such as platelet-derived growth factor (PDGF), that
directly induce VSMC replication, deposition of extracellular matrix and may lead to the
formation of a progressive obliterative neointima™. Interestingly, similar findings have been
done in the context of solid organ transplantation where endothelial injury is mediated by
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antibody’ ™. In this setting, anti-HLA antibodies are associated with chronic vascular
remodelling and neointima information. This process has been linked to mTORC pathway

activation**** and PDGF-f secretion”’.



Despite systemic anticoagulation, the standard treatment of patients with APS, this regimen
failed to fully prevent the recurrence of arterial accidents. We provide here a new therapeutic
option that is independent of haemostasis as we observed endothelial mTORC activation in
spite of anticoagulation in patients with APA, and in vitro mTORC signalling elicited by APA
in the absence of a functional coagulation cascade.

In conclusion, this work has established mTORC as a central axis in endothelial cell biology
that modulates vascular injury mediated by APA. After kidney transplantation in patients with
APA, disruption of this pathway prevents tissue damage, improved mGFR as well as allograft
survival rate. Therefore, targeting mTORC pathway may represent an interesting strategy
during APS or CAPS but is not devoid of potentially deleterious consequences. Particularly,
mTORC inhibition in patients with compromised renal function may lead to proteinuria and
renal deterioration. Thus, prospective studies are needed to delineate the precise therapeutic

field of mTORC inhibition in APS.
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Figure 1: mTORC pathway is activated in kidney endothelial cells of patients with APS. (A)
Colocalization between P-Akt (Ser'””) and CD105 (endothelial cell marker) in biopsies of the four
groups of patients (control, primary APS, SLE without APS and SLE with APS). (B) Colocalization
between P-S6RP and a—SMA in biopsies of the four groups of patients (control, primary APS, SLE
without APS and SLE with APS). (C) PCNA immunostaining and quantification of PCNA-positive
vascular section (black arrow). (D) P-AKT (Ser*”®) and P-S6RP immunostaining on serial section of
kidney biopsy from patient with APSN. (E) Quantification of positive vascular section for P-AKT
(Ser*”), P-S6RP and PCNA. Scale bar: 50 gm. Data are means + SEM. ANOVA followed by Tukey-
Kramer test; APS/SLE APS+ versus Control: *** P <0.001; APS/SLE APS+ versus SLE APS-: ### P

<0.001. APS: antiphospholipid syndrome; SLE: systemic lupus erythematosus
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Figure 2: APA activate mTORC in endothelial cells in vitro. (A) Western blot and quantification of
P-AKT (Ser*”), P-S6RP, P-AKT (T°*) and P-GSK3o in HMEC five minutes after exposition to NH
IgG or APA IgG. (B) Effect of different inhibitors on mTORC1 and mTORC2 pathway. Western blot
of P-AKT (Ser*”) and P-S6RP in HMEC five minutes after exposition to NH IgG or APA IgG after
exposure to PP242, 1.Y294002, a short or a long exposure to sirolimus. Data are means + SEM.
ANOVA followed by Tukey-Kramer test; ** P < 0.01; *** P < 0.001. n=12-14 for in vitro

experiments.
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Figure 3: Sirolimus prevents vascular lesions in transplant recipients with APA at 12-months
post transplantation. (A) Representative Trichrome of each group of patient and quantification of
fibrous intimal hyperplasia. (B) Banff scoring of kidney transplants biopsies from APA-, APA+ Siro-
and APA+ Siro+ groups at 12 months post transplantation. (C) Measured glomerular filtration rate
(GFR) at 12 months post transplantation in the three groups of transplant recipients, APA-, APA+
Siro- and APA+ Siro+. (D) Allograft survival rate between the three groups of patients APA-, APA+
Siro- and APA+ Siro+. Data are means + SEM. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Tx APA+
Siro- versus Tx APA-: ### P < 0.001; Tx APA+ Siro- versus Tx APA+ Siro+: *** P < 0.001, Tx

APA+ Siro+ versus Tx APA-: °° P <0.01. APA: antiphospholipid antibodies.
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Figure 4: Sirolimus inhibits endothelial mTORC pathway activation. (A) Colocalization between
P-Akt (Ser'””) and CD105 (endothelial cell marker) in biopsies of the three groups of patients (Tx
APA+ Siro-, Tx APA+ Siro+) and quantification at 12-months post transplantation. (B) Colocalization
between P-S6RP and a—SMA in biopsies of the three groups of patients (Tx APA+ Siro-, Tx APA+
Siro+) and quantification at 12-months post transplantation. (C) PCNA immunostaining and
quantification of PCNA-positive vascular section (black arrow) in biopsies of the three groups of
patients (Tx APA+ Siro-, Tx APA+ Siro+) and quantification at 12-months post transplantation. Scale
bar: 50 pm. Data are means + SEM. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Tx APA+ Siro- versus

Tx APA-: ### P < 0.001; Tx APA+ Siro- versus Tx APA+ Siro+: *** P <(0.001.
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Supplementary Figure 1: mTORC pathway is activated in kidney endothelial cells of patients
with APS. P-AKT (Ser*”®) and P-S6RP immunostaining on serial section of kidney biopsy from
patient with APS. Scale bar: 50 pym. APS: antiphospholipid syndrome. APS: Antiphospholipid

syndrome
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Supplementary Figure 2: mTORC pathway is activated in endothelial cells of patients with
CAPS. Serial section of left descending arteries and carotids of patients with SLE but without APS
and patients with CAPS: Hematoxylin Eosin (HE), P-AKT (Ser*””) and P-S6RP immunostaining.
Scale bar: 50 ym. SLE: systemic lupus erythematosus; CAPS: catastrophic antiphospholipid

syndrome.
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Supplementary Figure 3: Banff scoring of chronic kidney lesion at day 0. Banff scoring of kidney
transplants biopsies from APA-, APA+ Siro- and APA+ Siro+ groups at day O before kidney

implantation.
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Supplementary Figure 4: Sirolimus prevents vascular lesions in transplant recipients with APA
at 3-months post transplantation. (A) Banff scoring of kidney transplants biopsies from APA-,
APA+ Siro- and APA+ Siro+ groups at 12 months post transplantation. (B) Colocalization between P-
Akt (Ser*”) and CD105 (endothelial cell marker) in biopsies of the three groups of patients (Tx APA+
Siro-, Tx APA+ Siro+) and quantification. (C) Colocalization between P-S6RP and a-SMA in
biopsies of the three groups of patients (Tx APA+ Siro-, Tx APA+ Siro+) and quantification. (D)
PCNA immunostaining and quantification of PCNA-positive vascular section (black arrow) in
biopsies of the three groups of patients (Tx APA+ Siro-, Tx APA+ Siro+) and quantification. Data are
means + SEM. ANOVA followed by Tukey-Kramer test; Tx APA+ Siro- versus Tx APA-: ### P <
0.001; Tx APA+ Siro- versus Tx APA+ Siro+: *** P < 0.001, Tx APA+ Siro+ versus Tx APA-:° P <

0.05. APA: antiphospholipid antibodies.
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Supplementary Table 1: Patient demographic and clinical characteristics

Controls Primary APS SLE APS- SLE APS+
Characteristics (n: 10) (n=1 2) (n:25) (n=20)
Age at biopsy (mean + SD, years) 48+13 43+24 28+12 27+16
Female (%) 33 75 68 70
eGFR at the time of biopsy
88+12 465 47+15 49+23
(mL/mn/1.73m?%)
Lupus anticoagulant (%) 0 100 0 80
Anti-$2 GP1 antibodies (%) 0 83 0 85
Anti-cardiolipin antibodies (%) 0 83 0 100

eGFR: estimated Glomerular Filtration Rate.



Supplementary Table 2: Kidney transplant recipient demographic and clinical characteristics

APA+ (n=37)
Characteristics APA- (0=59) .. Sirolimus+
Sirolimus- (n=27) (n=10)
Age at transplantation (mean + SD, years) 411 S1+11 4714
Female (%) 40 50 40
Age at time of ESRD (mean = SD, years) 47+12 40+1 45+22
Duration of HD (mean + SD, months) 55+37 5127 56x16
Steroids (%) 88 92 90
Calcineurin inhibitors (%) 78 100 0
mTORC inhibitor (%) 22 0 100
MMF/MA/Aza (%) 67/21/12 44/37/19 100/0/0
12-Mo Tacrolimus trough levels (ng/mL) 106 10.3+5.9 -
12-Mo Cyclosporine peak levels (ng/mL) 642+344 643 £ 365 -
12-Mo Sirolimus levels (ng/mL) 162 - 18+9
Lupus anticoagulant (%) 0 100 100
Anti-$2 GP1 antibodies (%) 0 18 20
Anti-cardiolipin antibodies (%) 0 30 30

ESRD: End Stage Renal Disease; HD: Hemodialysis; MMF: Mycophenolate mofetil; MA:

Mycophenolic acid; Aza: Azathioprine, 12-Mo: 12-months post transplantation.




Supplementary Table 3: Patient demographic and clinical characteristics

. Age (mean + SD, Atherosclerosis
Group Patients years) Gender Death cause on large vessels
| 73 Male Retroperitoneal Yes
hemorrhage
2 49 Female A Om.c No
Dissection
SLE APS-
3 52 Female | LDisseminated Yes
Tuberculosis
4 37 Female Septic shock Yes
1 46 Male CAPS No
2 36 Female CAPS No
SLE APS+
3 31 Male CAPS No
4 50 Female CAPS Yes

SLE APS-: systemic lupus erythematosus without antiphospholipid syndrome; SLE APS+: systemic

lupus erythematosus with antiphospholipid syndrome; CAPS: catastrophic antiphospholipid syndrome.



DISCUSSION et PERSPECTIVES
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L’objectif de mon travail de theése consistait a mieux comprendre le role de la voie
AKT/mTORC au cours de la progression de la MRC, voie pour laquelle les données de la
littérature divergées. Ce travail a permis de mettre en évidence la complexité du role de cette
voie ayant des conséquences opposées suivant le compartiment cellulaire impliqué. En effet,
alors qu”’AKT?2 s’oppose a la progression des 1ésions en permettant 1’adaptation du podocyte a
la réduction néphronique, I’activation endothéliale d’AKT/mTORC au cours la néphropathie
associée aux anticorps antiphospholipides participe activement au développement des lésions
et a la détérioration rénale. Ainsi les thérapeutiques actuellement disponibles, telles que le
sirolimus ou I’everolimus, peuvent €tre salvatrice dans certaines situations ou au contraire
déléteres dans d’autres. Le travail sur la physiopathologie des 1€sions vasculaires induites par
la présence des anticorps antiphospholipides permet de dessiner en partie les mécanismes mis
en jeu et d’envisager une perspective thérapeutique. Si ces travaux permettent de mieux
dessiner le role de cette voie dans la physiopathologie des maladies rénales, de nombreuses

interrogations subsistent.
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Role(s) de la voie AKT dans les podocytes

Role de I'activation d’AKT dans I’adaptation podocytaire a la réduction
néphronique

Les adaptations hémodynamiques et cellulaires induites par la réduction néphronique
ont pour conséquence une augmentation de la charge de travail imposée aux cellules

rénales'

. Comme nous I’avons vu précédemment, une zone particuliere du néphron y est tres
exposé : le glomérule. L’augmentation a la fois de la pression de filtration et du diametre
glomérulaire, exacerbe la tension pariétale a laquelle les cellules glomérulaires sont soumises.
Ces cellules doivent également faire face a une exposition plus importante aux facteurs
circulants et aux forces de cisaillements mécaniques, corollaires de I’augmentation du débit
plasmatique et du débit de filtration de chaque glomérule. Du fait de leur situation, de leur

fonction, de leur sensibilité au flux **’

et de leur faible potentiel prolifératif, les podocytes sont
particulierement exposés a 1’augmentation des contraintes mécaniques et métaboliques

associées a la réduction néphronique.

A la suite des études de Brenner™™ mettant en évidence le role délétere de ’adaptation
hémodynamique au cours de la réduction néphronique, la majorité des études se sont
focalisées sur I’identification des voies de signalisation impliquées dans la progression des
l1ésions rénales. En revanche, les mécanismes moléculaires permettant aux cellules rénales de
s’adapter aux contraintes environnementales associées a la réduction néphronique ne sont que
trés peu connus. Singulierement, nos résultats indiquent que 1’activation de la voie AKT
constitue un phénomene adaptatif limitant la perte podocytaire et la progression des lésions
glomérulaires apres réduction néphronique. Nous montrons, en effet, que la réduction
néphronique induit une activation de cette voie dans les cellules podocytaires et que
I’inhibition de cette activation, induite par la délétion du gene Akt2, entraine un remodelage
du cytosquelette et une raréfaction podocytaire favorisant la progression des Ilésions
glomérulaires. La pertinence clinique de cette observation est fortement suggérée par la
corrélation étroite qu’il existe entre 1’inhibition podocytaire de la voie AKT et la survenue
d’une protéinurie lors de I’introduction d’un inhibiteur de mTOR, chez les patients
transplantés rénaux présentant une fonction rénale altérée. Au cours de cette étude nous nous
sommes focalisés sur les cibles d’aval d’AKT et nous ne n’avons pas déterminé les
mécanismes responsables de 1’activation d’AKT au cours de la réduction néphronique.

Plusieurs molécules podocytaires, potentiellement capables d’activer AKT, sont impliquées
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dans le maintien de 1’architecture glomérulaire et constituent, de ce fait, des candidats

intéressants.

Le complexe protéique du diaphragme de fente pourrait constituer un intermédiaire
permettant 1’activation d’AKT en réponse a l’augmentation des contraintes mécaniques
auxquelles sont soumis les podocytes. Ce complexe est capable d’activer AKT et est par
ailleurs étroitement associé au réseau d’actine du pied des podocytes dont il régule la
polymérisation®” ainsi qu’a des canaux potassiques BK (big potassium) qui sont capables de

répondre a I’étirement®®~"'

. Ces interactions électives suggerent que ce complexe protéique
pourrait, en plus de son rdle structural, jouer un role important dans la mécanoception
podocytaire et permettre de répondre a 1’étirement de ces cellules par une activation de

différentes voies de signalisation et en particulier d’AKT.

Le récepteur a I’insuline pourrait également contribuer a 1’activation d’AKT en
réponse a la réduction néphronique. Des données récentes indiquent que ce récepteur est
exprimé par les podocytes et active AKT en réponse a son ligand’**. De plus, I’invalidation
podocytaire du récepteur a I’insuline entraine 1’apparition d’une glomérulosclérose
progressive assez similaire a celle des souris Ak2”. Il est bien établi que la diminution du
débit de filtration glomérulaire entraine une résistance a I’insuline des tissus périphériques qui
est responsable d’une augmentation de la concentration d’insuline circulante®”. Cette
augmentation de la concentration d’insuline pourrait favoriser I’activation du récepteur a
I’insuline podocytaire et ainsi d’AKT en réponse a la réduction néphronique.

La mise en évidence récente d’un lien fonctionnel entre le récepteur a I’insuline et les

364,365

protéines du diaphragme de fente permet d’envisager leurs collaborations au cours de

I’adaptation podocytaire.

Nous proposons de tester I’implication de ces candidats en soumettant a une réduction
néphronique des souris présentant soit une délétion podocytaire du récepteur a 1’insuline soit
une perte d’un allele du géne codant la podocine et d’évaluer la phosphorylation podocytaire
d’AKT. Dans un deuxieme temps, l'interaction fonctionnelle entre les genes codant la
podocine ou le récepteur de 1’insuline et Akz2 pourra étre testée en analysant le phénotype des
simples et des doubles hétérozygotes a la recherche d’une aggravation des Iésions

glomérulaires chez les doubles hétérozygotes (non complémentation non allélique).
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Spécificité fonctionnelle des isoformes d’AKT dans la biologie podocytaire

Si la délétion d’Akr2 a d’importantes conséquences sur la biologie podocytaire, la
délétion d’Aktl apparait sans conséquence sur 1’évolution des lésions glomérulaires apres

néphrectomie. Les déterminants de cette fonction spécifique d’Akz2 reste a établir.

Les différences fonctionnelles associées a des isoformes de la méme protéine peuvent
correspondre, soit a des profils d’expression différents, soit a des différences structurales
sous-tendant des fonctionnalités spécifiques, soit, enfin, a une combinaison de ces deux
aspects. Nos résultats indiquent un enrichissement spécifique de I’isoforme AKT2 dans les
cellules podocytaires. Il est cependant peu probable que le role spécifique d’AKT2 dans
I’adaptation podocytaire a la réduction néphronique soit la simple conséquence de
I’expression préférentielle de cette isoforme dans les podocytes. En effet, la phosphorylation
physiologique des cibles d’AKT ne parait pas altérée dans les glomérules des souris Akr2"
suggérant que 1’'une ou 1’autre des isoformes d’AKT compense la perte d’AKT?2 en 1’absence
de stress. Ces données témoignent d’une redondance fonctionnelle des différentes isoformes
podocytaires d’AKT en condition homéostatique. Cependant, apres réduction néphronique,
les autres isoformes d’Akt apparaissent incapables de compenser la perte d’Akr2 indiquant

I’existence de fonctions non-redondantes d’AKT2 dans la réponse adaptative a la réduction

néphronique.

Bien qu’il existe une forte homologie structurale et fonctionnelle entre les deux
principales isoformes d’AKT, certaines spécificités fonctionnelles ont pu étres démontrées
pour I'une ou 'autre de ces protéines. Ces différences concernent principalement le controle
du cytosquelette et du trafic vésiculaire qui représentent deux aspects importants de la

biologie du podocyte.

Les effets spécifiques d’AKT2 pourraient étre la conséquence des effets propres de
cette isoforme sur le cytosquelette d’actine. Le cytosquelette d’actine joue en effet un rdle

6

important dans ’adaptation du podocyte aux contraintes mécaniques™® ainsi que dans le

maintien de I’architecture de cette cellule™

. Dans certains types cellulaires, AKT2 exerce des
effets spécifiques sur le cytosquelette en inhibant RAC1, une petite protéine G impliqué dans
la régulation dynamique du cytosquelette. La délétion d’AKT2 entraine, dans ce cas, une
hyperactivation de RAC1 aboutissant 2 une perte des fibres de stress'*. Plusieurs études
suggerent que la perte des fibres de stress podocytaire ou une activation excessive de RACI1

favorisent I’apparition de Iésions glomérulaires™~*. Nous avons pu mettre en évidence, chez

76



les souris Akr2” une hyperactivation de RAC1 associée a des remaniements du cytosquelette
podocytaire. Ces données amenent a proposer qu’AKT2, en réponse aux contraintes
environnementales, participe au maintien du cytosquelette podocytaire en inhibant

spécifiquement RACI.

AKT?2 joue également un role spécifique dans le trafic vésiculaire. Cette isoforme est
en effet spécifiquement responsable de I’acheminement a la membrane des vésicules

porteuses du transporteur du glucose GLUT4 en réponse a I’insuline’”

. Quelques données
suggerent que le transport vésiculaire joue un rdle important dans la formation des pieds des
podocytes’'. Par ailleurs, des données récentes indiquent que la stimulation du récepteur a
I’insuline podocytaire entraine l’insertion de GLUT4 et de GLUTI dans la membrane
plasmique, notamment au niveau des pieds des podocytes’’’. Par ailleurs, la réduction
néphronique semble entrainer une augmentation glomérulaire de GLUT1°”. Une contribution
des transporteurs GLUT a la genese des lésions rénales a été suggérée. Il a pu étre ainsi
montré, dans un modele de néphropathie diabétique, que des variations de 1’expression de
GLUTI1 modulaient le développement des 1ésions rénales’” ™. Le rdle spécifique joué par
AKT2 dans D’adressage membranaire des GLUT pourrait donc également contribuer a
I’adaptation podocytaire a la réduction néphronique. Nous projetons donc d’évaluer in vitro

I’impact de 1’ablation de I'une ou de I’autre isoforme d’Aks par ARN interférence sur le trafic

vésiculaire.

Considérant le role important de la voie AKT dans 1’adaptation podocytaire a la
réduction néphronique, la persistance de la phosphorylation physiologique des cibles d’AKT
dans les podocytes des souris Akr2” pose la question d’un potentiel rdle homéostatique de la
voie AKT dans ces cellules. Pour tester cette hypothese, nous allons, apres avoir contrdlé
I’absence d’expression rénale d’AKT3 chez les souris Akt2”, croiser des souris présentant une
invalidation podocytaire d’Akt2 avec des souris AktI”". Nous obtiendrons ainsi des souris dans
lesquelles les deux isoformes d’AKT seront absentes des podocytes. Cette approche nous
permettra de palier la 1étalité embryonnaire liée a I’invalidation systémique conjointe d’Akt/

et2

Pertinence des mécanismes d’adaptation a la réduction néphronique : des souris et
des hommes

Notre travail sur la voie AKT démontre 1’'importance des mécanismes moléculaires

permettant I’adaptation des cellules rénales a la réduction néphronique. Alors que ces
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mécanismes sont peu €tudiés, leur compréhension représente un enjeu important dans le

contexte actuel.

Nos données suggerent en effet que la protéinurie induite par le sirolimus pourrait étre,
chez I’homme, liée a I’inhibition de cette réponse adaptative. Cette observation a
d’importantes implications pratiques. En effet, les progres effectués dans le domaine de la
biologie structurale ou encore dans la fabrication d’anticorps monoclonaux ont pour
conséquence une augmentation constante des thérapeutiques permettant une inhibition
spécifique de voies de signalisation supposées déléteres dans différentes situations
pathologiques. Du fait de leur implication dans de nombreuses pathologies fréquentes et
séveres, les molécules de la voie AKT/mTOR font I’objet d’une attention particuliere et
plusieurs inhibiteurs spécifiques de 'un ou l'autre des composants de cette voie sont

actuellement testés’”

. L’identification du r6le important joué par AKT2 dans 1’adaptation
glomérulaire permet d’anticiper les effets potentiellement déléteres de ces thérapeutiques chez
les patients présentant une réduction néphronique significative. De plus, ’identification des
spécificités d’isoformes et des cibles moléculaires responsables des effets déléteres de ces
inhibiteurs pourrait permettre, au travers d’un ciblage plus fin, de ne pas entraver 1’adaptation

podocytaire.

En lien plus immédiat avec la pratique, nos résultats suggerent qu’une mesure de
I’activation podocytaire d’AKT pourrait étre utilisée pour prédire 1’apparition d’une
protéinurie sous inhibiteurs de mTOR et permettre ainsi une utilisation plus ciblée de cette

classe thérapeutique notamment en transplantation rénale.
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Role(s) de la voie AKT/mTORC dans les cellules endothéliales au
cours de I’APSN

Prolifération des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire : évidence pour un
crosstalk endothélium-cellules musculaires lisses?

Nos travaux ont montré que 1’activation de la voie AKT/mTORC est strictement
restreinte a 1’endothélium, témoignant du contact avec les anticorps circulants. Cependant,
nous avons mis en évidence une prolifération intense des cellules musculaires lisses
composant la paroi vasculaire. Ainsi, si un certain nombre de section vasculaire comporte des
cellules endothéliales en phase de prolifération, 1’essentiel des cellules en phase de
prolifération sont adjacentes a 1’endothélium. Ceci plaide pour la syntheése par les cellules
endothéliales d’un facteur paracrine ayant un effet mitogene sur les cellules musculaires lisses
vasculaires. Le fait que le sirolimus prévienne la prolifération des cellules musculaires lisses
chez le patient transplanté rénal ayant de anticorps antiphospholipides, suggere que la
synthese de ce facteur est dépendante de 1’activation endothéliale de la voie AKT/mTORC.
Ce phénomene est bien connu dans d’autres situations pathologiques ou 1’endothélium est
agressé telles qu’au cours d’une lésion mécanique traumatique ou bien au cours du rejet
vasculaire d’organe. Dans ces situations, de multiples facteurs, comme ’ENDOTHELIN-1, le

VEGF (vascular endothelial growth factor), PDGF (platelet-derived growth factor), TGFa

(transforming growth factor o), TGFf (transforming growth factor 3) ou encore 1’activité NO

(nitric oxyde), ont pu étre impliqués®’**".

Pour tenter d’identifier cette (ces) molécule (s), nous utiliserons deux types d’approches :

1) une approche candidate : pour cela nous utiliserons un systéme de co-cultures et de
cultures simples ou nous exposerons des cellules musculaires lisses au surnageant
produit par les cellules endothéliales apres avoir été stimulées par les anticorps
antiphospholipides. Pour identifier le (s) facteur (s) nous incuberons le surnageant
avec différents anticorps bloquant contre les molécules décrites ci-dessus
(PENDOTHELIN-1, VEGF, PDGF, TGFa, TGEFp, activité NO...) afin

d’inhiber la prolifération.

2) une approche sans a priori : pour cela nous étudierons par spectrométrie de masse le
surnageant produit par des les cellules endothéliales stimulées par les anticorps

antiphospholipides et traitées ou non avec du sirolimus.
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Recrutement de la voie AKT/mTORC par les anticorps antiphospholipides

Au cours de ce travail nous nous sommes focalisés sur les cibles d’aval de I’activation
de la voie AKT/mTORC et n’avons donc pas étudié les mécanismes permettant de recruter
ces voies. Comme nous 1’avons vu, le complexe anticorps-p2GPI se fixe a la surface de
I’endothélium par le biais de nombreux récepteurs dont seulement certains ont été
caractérisés. Ces récepteurs n’ont pour le moment été impliqués que dans le processus
thrombotique 1i€é au SAPL mais pourraient servir pour une approche candidate. Ainsi,
I’ANNEXINE A2, localisée a la membrane des cellules endothéliales, lie directement, in vitro
et in vivo, le complexe anticorps-B2GPI et induit une signalisation intracellulaire via la voie
p38-MAPK*”. Cependant, cette protéine ne posséde pas de domaine transmembranaire et doit
donc impliquer d’autres protéines adaptatrices transmembranaires. Parmi celles-ci, TLR-2 ou
TLR-4 pourraient jouer un role important. De méme, les récepteurs de la famille des LDL-
receptor ont été identifié comme se liant directement a la b2GPI et pouvant induire une

signalisation intracellulaire®”

. Treés récemment, il a ét€ montré que les anticorps anti-b2GPI
pouvaient se lier au récepteur transmembranaire apoER2 (famille de LDL-receptor) présent
sur la cellule endothéliale, et activer une phosphatase (PP2A) qui en déphosphorylant eNOS
réduit son activité et favorise I’adhésion leucocytaire et la thrombose™’. Si la plupart des
études sur les voies de signalisations endothéliales ce sont focalisées sur la voie p38-MAPK et
le facteur de transcription NFkB, il est intéressant de noter que le complexe anticorps-f2GPI
peux se fixer sur le récepteur GPIba situé a la surface de la membrane plaquettaire et induire
Pactivation de la voie PI3K/AKT*”. Le récepteur GPIbo ayant été récemment identifié

comme exprimé sur I’endothélium™', il parait donc intéressant de tester son implication dans

la physiopathologie de la maladie.

Nous projetons d’étudier 1’interaction du complexe anticorps-f2GPI avec son récepteur
membranaire en utilisant une approche in vitro. Pour cela nous modulerons I’expression de
récepteurs candidats que nous venons de citer ci-dessus (TLR2, TLR4, apoER2, GPIba) avec
des ARN interférences, puis évaluerons les conséquences de ces modulations sur la voie

AKT/mTORC apres stimulation par des anticorps antiphospholipides.
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Mécanisme potentiel de développement accéléré des lésions vasculaires chez le
transplanté ayant des anticorps antiphospholipides

La situation chez le patient transplanté rénal est tout a fait exceptionnelle. En effet, les
patients ayant des anticorps antiphospholipides développent dans plus de 2/3 des cas des
lésions de néphropathie liée au SAPL sur le greffon et en un laps de temps treés court. La
physiopathologie du SAPL reposant sur la nécessité d’un deuxieme évenement pour
déclencher la séquence activatrice, il est probable que chez le patient transplanté du rein les
altérations aigues de I’endothélium liée a I’ischémie froide du greffon rénale (qui correspond
a la période entre le prélevement d’organe et la greffe de celui-ci) et au traitement
immunosuppresseur par anticalcineurine entraine des remaniements de la membrane

cytoplasmique endothéliale favorable a I’adhésion du complexe anticorps-2GPI.

Ainsi, 1/3 des patients n’ont pas de récidive apres transplantation. Il nous parait donc
important d’étudier les déterminants qui affectent le risque de récidive. Pour cela, nous
comparerons la durée d’ischémie froide des greffons de patients ayant des anticorps
antiphospholipides et affectés ou non par une récidive sur le greffon. Puis nous évaluerons au
sein de cette population I’impact d’un traitement par anticalcineurine sur le risque de récidive,
notamment le délai d’introduction et leurs concentrations. Enfin, il serait intéressant d’étudier
chez les receveurs le polymorphisme de certains genes de susceptibilité tel que celui de la 32-
GPI (VAL247LEU) mais aussi chez les donneurs. En effet, il a été suggéré que certains

alleles HLA pourraient favoriser la survenue d’accident thrombotique au cours du SAPL***%,

Une nouvelle option thérapeutique : le sirolimus

Outre I’aspect mécanistique du développement des Iésions, 1’intérét de ce travail
réside dans I’identification d’une nouvelle arme thérapeutique dans cette affection. En effet,
comme nous I’avons vu le sirolimus dans ce contexte a été capable de prévenir 1’apparition
des 1ésions vasculaires chez des patients transplantés rénaux ayant des anticorps
antiphospholipides. L’effet bénéfique du sirolimus sur les vaisseaux est bien connu des
cardiologues et des médecins s’occupant de la transplantation cardiaque. En effet, au cours
des années 90, de nombreuses équipes avaient observé qu’une agression mécanique
traumatique de I’endothélium chez le rat ou le lapin entrainait 1’activation endothéliale de la
voie AKT/mTORC et I’apparition secondaire d’une hyperplasie de I’intima progressivement
occlusive. Ce fiit donc en toute logique que le sirolimus fiit testé dans cette indication. L’idée

s’avéra bonne, puisque 1’administration, soit par voie systémique soit par voie locale, de cette
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molécule résultait en une réduction de la prolifération des cellules musculaires lisses
vasculaires et une prévention de 1’hyperplasie intimale®. Cette découverte a conduit a une
nouvelle génération d’endoprothése coronarienne (encore appelée ‘stent’) recouvertes de
sirolimus couramment utilisées maintenant et associées a une diminution des resténoses post

angioplastie transluminale coronarienne.

Il existe également une autre situation ol la voie AKT/mTORC endothéliale est
activée par des anticorps et représente une cible thérapeutique, il s’agit du rejet d’organe a
médiation humorale. En effet, des 1€sions morphologiquement semblables a celles que nous
observons au cours du SAPL, associant hyperplasie intimale et accumulation de matrice
extracellulaire, sont observées en transplantation rénale mais surtout en transplantation
cardiaque®™. Elles sont regroupées sous I’appellation générique de ‘vasculopathie du
transplant’. Plusieurs études, in vitro et in vivo, ont montré que les anticorps anti-HLA de
classe I en se liant a leurs cibles induisent 1’activation endothéliale des RHO GTPases et de la
voie PI3K/AKT/mTORC™"*. Chez I’homme, I’inhibition de cette voie par 1’everolimus
réduit la sévérité des lésions vasculaires du cceur transplanté et améliore la survie du greffon

cardiaque™’.

Bien que rétrospective, notre étude chez le transplanté rénal ayant des anticorps
antiphospholipides, montre un effet spectaculaire du sirolimus sur la prévention de la récidive
de néphropathie liée au SAPL, le développement des l€sions vasculaires et par voie de
conséquence sur la survie du greffon rénale. Cet effet correle avec la physiopathologie en
inhibant I’activation endothéliale de la voie AKT/mTORC. Ces données justifient la mise ne
place d’un essai prospectif chez le transplanté rénal avec anticorps antiphospholipides et le

sirolimus pourrait représenter une thérapeutique de choix dans cette indication.

Pour les autres situations avec anticorps antiphospholipides, le syndrome
catastrophique des antiphospholipides (CAPS) et la néphropathie liée au SAPL sur rein natif,
I’effet bénéfique de cette classe médicamenteuse nécessite d’étre évalué. Le CAPS est une
affection gravissime qui se caractérise par I’apparition brutale de thromboses vasculaires dans
différents territoires en peu de temps. La physiopathologie n’est pas élucidée et associe une
activation diffuse de 1’endothélium, des plaquettes, des cellules mononuclées et de la
coagulation. Au cours de cette affection, seul des traitements immunosuppresseurs associés a
une anticoagulation et des échanges plasmatiques sont utilisés. Malheureusement, malgré ces

traitements cette affection reste grevée d’une forte mortalité. Comme pour les vaisseaux
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rénaux, nous avons observé au cours du CAPS un grand nombre de 1ésions vasculaires
artérielles sub-occlusives touchant les vaisseaux de gros calibre et comportant une activation
endothéliale de la voie AKT/mTORC. Cette hypertrophie intimale spectaculaire occlue
rapidement la lumiere des vaisseaux et pourrait constituer une explication séduisante de la
persistance de thromboses chez ces patients ayant pourtant une anticoagulation efficace.
Ainsi, il nous parait donc envisageable qu’un traitement reposant sur du sirolimus puisse
constituer une arme supplémentaire au cours de cette affection. La question suivante a
laquelle nous n’avons pas de réponse pour le moment, sera celle de la réversibilité de 1ésions

déja installées.
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CONCLUSION
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Au total, ce travail de thése a permis de mieux préciser le réle de la voie de
signalisation AKT/mTORC dans différents modeles de néphropathie, et de mieux discerner
les effets tantdt bénéfiques de son recrutement ou au contraire tantdt déléteres. Alors
qu’AKT2 s’oppose a la progression des lésions en permettant 1’adaptation du podocyte,
I’activation d’AKT/mTORC endothéliale au cours la néphropathie associée aux anticorps
antiphospholipides participe a la détérioration rénale. Les résultats de ce travail mettent en
exergue la complexité des processus adaptatifs et déléteres induits par cette voie et mis en

ceuvre dans différents compartiments du rein.
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ANNEXE 1
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La polykystose rénale est la plus fréquente des maladies génétiques rénales conduisant
a I'insuffisance rénale terminale. Elle résulte, comme nous 1’avons vu, soit d’une mutation du
geéne codant pour la polycystine-1 (PKD1, 85% des cas), soit pour la polycystine-2 (PKD2,
15% des cas). La physiopathologie de 1’apparition des kystes est en partie liée a 1’activation
de la voie mTORCI.
Au cours de ma these j’ai pu rapporté I’observation exceptionnelle d’un jeune donneur de 30
décédé d’hémorragie méningée en 2004. Ses deux reins ont été attribués a deux centres de
transplantations Francais. Au cours du suivi post greffe nous avons observé 1’apparition de
kystes dans les greffons des 2 patients. L’analyse moléculaire des génes Pkdl et Pkd2 du
donneur a permis de mettre en évidence une nouvelle mutation non décrite jusqu’alors dans le
geéne Pkdl: une délétion de 2 acides aminés, A3571-3572delAV, respectant le cadre de
lecture, située dans le domaine transmembranaire de polycystine 1. Cette mutation pourrait
correspondre a un allele hypomorphe, associé a un phénotype peu sévere et expliquer ainsi
I’absence de détection des kystes chez le donneur a I’age de 30ans. En effet aucun kyste
macroscopique n’était décelable lors du prélevement, ni a 1’échographie réalisée avant le
prélevement.
Les 2 patients transplantés avec ces 2 reins ont recu en post greffe un traitement
immunosuppresseur similaire se distinguant uniquement par 1’administration de sirolimus
(2mg/j) pour le patient 1.
Apres quatre années de traitements continus, une évaluation des kystes par IRM montrait que
le nombre de kystes était identique. Ce résultat contrastait avec les modeles murins de
polykystose ou le sirolimus était connu pour avoir un effet spectaculaire sur la réduction du
volume et du nombre kystes. Interpellé par I’absence d’impact du sirolimus sur la progression
kystique chez notre receveur, nous nous sommes posés la question de savoir si ce traitement
avait bien inhibé la voie mTORCI1 dans les cellules tubulaires.
L’étude immunohistochimique des marqueurs d’activation de mTORCI1 (phospho-4EBPI1 et
phospho-S6RP) sur les biopsies de protocoles a M12 post greffe, montrait une activation de
cette voie dans les cellules tubulaires (comparativement a des biopsies de transplants
contrdles). Cette activation de mTORCI1 tubulaire est similaire entre les 2 patients. Il est
intéressant de noter par ailleurs que cette voie mTORCI1 était pourtant bien inhibée dans les
cellules mononuclées circulantes.
En conclusion, nous avons observé qu’un traitement par sirolimus ciblant des taux entre 2-4

ng/ml par jour ne permettait pas d’inhiber significativement la voie mMTORC1 dans le rein et
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de prévenir ’apparition des kystes au cours de la polykystose rénale autosomique dominante,
alors qu’elle est suffisante pour inhiber cette voie dans les cellules mononuclées circulantes.

Notre théorie a été reprise par 7. Watnick et G.G. Germino comme pouvant étre une des
explications de 1’absence d’effet de ces traitements au cours la polykystose rénale

autosomique domin ante307308.388
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Autosomal dominant polycystic kidney disease
(ADPKD) is the most common inherited renal dis-
ease, and sirolimus, a mammalian target of rapamycin
(mTOR) inhibitor, has been shown to significantly re-
tard cyst expansion in animal models. The optimal
therapeutic dose of sirolimus is not yet defined. Here,
we report the history of a previously unknown ADPKD
deceased donor whose kidneys were engrafted in
two different recipients. One of the two received an
immunosuppressive regimen based on sirolimus for
5 years while the other did not. After transplantation,
both patients developed severe transplant cystic dis-
ease. Donor DNA sequence identified a new hypomor-
phic mutation in PKD1. The rate of cyst growth was
identical in the two patients regardless of the treat-
ment. While sirolimus treatment reduced the activa-
tion of mTOR in peripheral blood mononuclear cells,
it failed to prevent mTOR activation in kidney tubular
cells, this could account for the inefficiency of treat-
ment on cyst growth. Together, our results suggest
that the dose of sirolimus required to inhibit mTOR
varies according to the tissue.
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Introduction

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD)
is the most common inherited renal disease, occurring
in 1 out of every 1000 people in the general population
(1). Mutations in two genes, PKD1 (encoding polycystin-1,
PC-1) and PKDZ2 (encoding polycystin-2, PC-2), account for
approximately 85% and 15% of all cases of ADPKD (2).
The pathophysiology of polycystic kidney disease (PKD) is
complex and remains largely unknown. Cystogenesis has
been related to increased cell proliferation and apoptosis,
abnormal secretion, remodeling of the extracellular matrix
and abnormal planar cell polarity (1,3). Many signaling path-
ways have been shown to be activated in PKD, including
the mammalian target of rapamycin (MTOR) pathway (3-
6). Cumulative evidence in rodent models has shown that
mTOR inhibitors (e.g. sirolimus and everolimus) can signifi-
cantly retard cyst expansion (6,7). Furthermore, recent data
from retrospective studies of ADPKD patients after kidney
transplantation have shown a significant reduction in kid-
ney and hepatic cyst volume in those treated with sirolimus
as compared to those receiving calcineurin inhibitors (6,8).
Accordingly, four randomized prospective clinical trials are
in progress (NCT00346918, NCT00491517, NCT00286156
and NCT00414440). However, the optimal serum concen-
tration of sirolimus or everolimus required to inhibit mTOR
pathway in the kidney is not known.

Case Report

The probant was a 30-year-old male donor who died in Jan-
uary 2004 due to the rupture of an intracranial aneurysm.
There was no clinical evidence of kidney disease in either
the donor or his family. His kidneys and liver were engrafted
in three different recipients. The left kidney was trans-
planted into a 42-year-old man who had been on hemodial-
ysis for 3 years due to IgA nephropathy. At time of trans-
plantation, the duration of cold ischemia was 16 h, and his
immunosuppressive regimen included steroids, tacrolimus



and mycophenolate mofetil. This patient will be referred
as patient 1 (Siro —). The right kidney was transplanted
into a 40-yearold woman who had been on hemodialysis
for 2.5 years due to interstitial nephritis. At time of trans-
plantation, the duration of cold ischemia was 17 h, and her
immunosuppressive regimen included steroids, tacrolimus
and sirolimus at a daily dose of 2 mg. This patient will be re-
ferred as patient 2 (Siro +). Clinical and biological data (e.g.
serum creatinine level and sirolimus concentration) were
monitored every month the first year and every 3 months
thereafter. The patients were followed over 5 years.

At the time of transplantation, macroscopic and ultrasono-
graphic exams did not reveal any cyst formation in the
kidney or liver. The early follow-up of both patients was
successful and uneventful, except an acute cellular rejec-
tion episode that was successfully treated by steroid in-
fusions in patient 2 (Siro +) at 3 months after transplan-
tation. A few months after transplantation, we observed
the development of a polycystic kidney phenotype in both
kidneys. This phenotype in combination with the rupture
of an intracranial aneurysm as the cause of death led us to
hypothesize that the donor carried a PKD mutation.

Material and Methods

Clinical samples

The control group was composed of four kidney transplant recipients (two
males, two females; mean age of 42.4 years, range 30-51 years) and four
healthy volunteers (two males, two females; mean age of 31.8 years, range
23-38 years). All patients provided written informed consent.

DNA sequencing

DNA was extracted using standard techniques from peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) taken from the patient at time of procurement.
Mutation screening was performed by direct sequencing of all the PKD1
and PKD2 exons and flanking intronic regions as previously described (2).

Volumetric determination

Magnetic resonance imaging (MRI) was used to determine the volume of
each kidney and total cyst volume calculated as described in the CRISP
study (9). MRI was performed at 4 and 5 years after transplantation in
both kidney transplant recipients. Kidney volume was measured using T-
weighted images as previously described (9-11). In brief, the volume was
calculated by summing the products of the area measurements and slice
thickness. A region-based threshold method was used to calculate cyst
volume. In addition, the diameters of three randomly selected cysts were
measured in both recipients.

Renal function and morphology

The serum creatinine level was measured monthly during the first year
and every 3 months thereafter using a Synchron CX4 autoanalyser
(Beckman Coulter, Villepinte, France). Glomerular filtration rate was eval-
uated by iohexol clearance, 4 years after transplantation as previously de-
scribed (12). Sirolimus serum levels were determined monthly by high-
performance liquid chromatography during the first year and every 3 months
thereafter. Blood was taken 12 h after the previous dose.
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Biopsies from patient 1 (Siro —) and 2 (Siro 4) and the transplant recipient
in the control group were all available for this study. Biopsies were routinely
performed in all recipients 1 year after transplantation. The tumorfree pole
of kidneys removed for carcinoma (n = 4) were used as controls. Kidney
biopsies were fixed in alcohol-formalin—acetic acid solution and embedded
paraffin, and 4-um sections were stained with periodic acid Schiff, Masson'’s
trichrome, hematoxylin and eosin.

Immunohistochemistry

For immunohistochemistry, 4-um sections were incubated with either a
rabbit antihuman phospho-S6 ribosomal protein (Ser240/244) antibody (Cell
Signaling Technologies) at 1:100 or a rabbit antimouse phospho-4E-BP1
(Thr 37/46) antibody (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) at 1:100,
followed by an antirabbit biotinylated antibody (Dako) at 1:200. The biotiny-
lated antibody was detected using HRP-labeled streptavidin (Dako) at 1:500
and 3-3'-diamino-benzidine-tetrahydrochloride (DAB). Liver tumors from
PTEN ~/~ mice and kidneys from S6 kinase 1 and 2 =/~ mice were used as
positive and negative control, respectively, for the phospho-S6 ribosomal
protein antibody. The phospho-4E-BP1 antibody was replaced by an unre-
lated antibody of the same subclass as an isotype control. PTEN ~/~ and
S6 kinase 1 and 2 =/~ mice were kindly provided by Mario Pende (INSERM
U845, Paris).

Western blot

PBMCs were isolated and western blot were performed as previously de-
scribed (13,14), using a rabbit antibody to human phospho-p70 S6 kinase
(Thr389) (Cell Signaling Technologies) at 1:1000 followed by a horseradish
peroxidase-conjugated antirabbit secondary antibody at 1:10,000 (Dako).
The phosphorylation status of the p70 S6 kinase at the Thr3®9 site is specific
for mTOR phosphorylation (15). A mouse monoclonal anti-B-actin antibody
(Sigma-Aldrich, Lyon, France) was used as control. Protein phosphorylation
levels were normalized to the matching densitometric values of B-actin.

Results

A new PKD1 mutation

To test the hypothesis that the donor carried a PKD muta-
tion, we sequenced PKD1and PKDZ2 genes. This screening
revealed a novel PKD1 in-frame deletion A3571_3572delAV
(10710_10715del6) as the only likely mutation (Figure 1A).
This deletion is located in the fourth transmembrane (TM)
region of polycystin-1 and is predicted to change the
site of the TM domain to four amino acids earlier than
normal.

Sirolimus impact on total kidney volume

and renal function

To investigate the effect of long-term administration of
sirolimus on cyst growth, we performed an MRI study at
4 years after transplantation in both patients. In patient 1
(Siro —), the total kidney volume was 255 cm? and the total
cyst volume was 23.5 cm?®. One year later, the total kidney
volume and total cyst volume had increased by 9.8% and
13.6%, respectively (Table 1 and Figure 1B). In patient 2
(Siro +), the total kidney volume and total cyst volume
were essentially the same as in patient 1 (Siro —) 4 years
after transplantation (246 cm? and 21.4 cm?, respectively)
(Table 1 and Figure 1B), and the MRI performed 1 year later
showed the same rate of kidney and cyst growth (12.9%
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Patient 1 ( Siro -)

and 17.2%, respectively). In addition, the diameters
of three randomly selected cysts were essentially the
same in both patients (Table 1).

The serum creatinine level remained stable in both
patients during the follow-up with a mean value
of 89.8 + 14.1 umol/L in patient 1 (Siro —) and
95.9 + 13.9 umol/L in patient 2 (Siro +) (data not shown and
Figure 2C). The glomerular filtration rate was 51 mL/min/
1.73 m? and 54 mL/min/1.73 m? in patient 1 (Siro —) and
patient 2 (Siro +) at 4 years after transplantation.

Patient 2 (Siro +)

Figure 1: Molecular characteriza-
tion and pathological consequence
of the A3571_3572delAV PKD1 mu-
tation. Panel A shows DNA sequenc-
ing of the control (C) and donor (D)
alleles showing a six-nucleotide dele-
tion resulting in the in-frame deletion
of two amino acid, A3571_3572delAV.
Panel B shows coronal T2-weighted
MRI images of the two trans-
planted kidneys at 5 years after
transplantation.

mTOR pathway activity

Given that the rates of total kidney volume and to-
tal cyst volume progression were identical in the two
kidney recipients, we next investigated the efficacy of
sirolimus in inhibiting the mTOR pathway. To that end, we
studied the phosphorylation status of p70 S6 kinase in
PBMCs. Western blot analysis showed that p70 S6 kinase
was highly phosphorylated in healthy volunteers, but this
phosphorylation was slightly decreased after transplanta-
tion (19 £ 5.2%, p = NS). More importantly, sirolimus
treatment completely prevented the phosphorylation

Table 1: Impact of sirolimus on kidney and cyst growth

Patient 1 (Siro —) Patient 2 (Siro +)
Years post-Tx 4 5 4 5
Total kidney volume (cm3) 255 280 246 277.8
Total cyst volume (cm3) 23.5 26.7 21.4 25.1
Cyst 1 diameter (mm) 22.4 x 13 24 x 13.9 21 x 16 235 x 18
Cyst 2 diameter (mm) 18.4 x 11 19.5 x 11.7 13 x 9.3 15 x 10
Cyst 3 diameter (mm) 16.1 x 12 17.1 x 13 126 x 7.8 13.2 x 8.9

Tx: Transplantation.

1712

American Journal of Transplantation 2010; 10: 1710-1715



Low Dose of Rapamycin Fails to Prevent a Mild Form of PKD

Cc Tx Siro - Siro +

Figure 2: Impact of
sirolimus on mammalian
target of rapamycin
(mTOR) pathway. Panel A
shows inhibition of mTOR B
pathway by sirolimus in pe-
ripheral blood mononuclear
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cells (PBMCs). A represen-
tative western blot of the
phosphorylation status of
p70 S6 kinase in PBMCs
is shown for the control
(C, n = 4), the transplant
recipient without sirolimus
(Tx, n = 4), patient 1 (Siro —)
and patient 2 (Siro +).
Panel B shows the activity
of the mTOR pathway in
the kidneys. Representative
immunohistochemistry  for
two downstream targets
of  mTOR (phospho-S6
ribosomal protein and c
phospho-4E-BP1) is shown

on serial section of samples

derived from tumorfree pole 1.
of native kidneys (control 14 1
kidney, n = 4), non-PKD 12 4
control transplant biopsies 10 -
(n = 4), and the transplant
biopsies from patient 1
(Siro —) and 2 (Siro +). Scale
bar 100 pm. Panel C shows
the 5 years of follow-up for
the serum creatinine and
serum sirolimus levels of
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patient 2 (Siro +).

of p70 S6 kinase in PBMCs from patient 2 (Siro +)
(Figure 2A).

To evaluate the impact of sirolimus on renal tissue, we
analyzed the phosphorylation of two other downstream
targets of mTOR, phospho-S6 ribosomal protein and
phospho-4E-BP1. In the control kidneys, the antibodies
failed to detect any phosphorylation (Figure 2B). Similarly,
after transplantation in the non-PKD patients, the biopsies
did not show a phosphorylation signal. In transplanted PKD
kidney of patient 1 (Siro —) and 2 (Siro +), however, we ob-
served intense cytoplasmic staining for both phospho-S6
ribosomal protein and phospho-4E-BP1, mainly localized
in tubular cells. In addition, using serial sections, we were
able to show that phospho-S6 ribosomal protein and
phospho-4E-BP1 staining colocalized in the same tubular
segments (data not shown). Notably, the intensity of the
staining was identical in the two patients regardless of
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sirolimus, indicating the absence of intratubular inhibition
of mTOR. Of note, the intersitial fibrosis and tubular atro-
phy (IF/TA) scores assessed by the BANFF'05 classification
were similar in patient 1 (IF/TA 1) and in patient 2 (IF/TA 1).

Serum sirolimus level

Finally, we retrospectively evaluated the serum concen-
tration of sirolimus. During all 5 years follow-up, sirolimus
was never interrupted and the mean serum sirolimus con-
centration was 3.68 + 1.04 pg/L (range: 2.3-7.3 ng/L)
(Figure 2C). Of note, at the time of biopsy, sirolimus serum
concentration was 4.1 pg/L.

Discussion

ADPKD is the most common inherited renal disease
and is associated with intracranial aneurism. Thus, the
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posttransplant discovery of ADPKD in a donor kidney is
a rare but not exceptional event (16-21). Typically, the di-
agnosis is clinically evident and does not require confirma-
tion at the molecular level. The occurrence of a polycystic
kidney phenotype in the two recipients and the associa-
tion with a cerebral aneurism suggest that our donor may
have had a PKD mutation. By carrying out mutation screen-
ing, we identified a novel PKD1 gene mutation involving
the deletion of two amino acids, A3571_3572delAV, in the
PKD1 gene in the fourth TM domain. Since the TM domain
is not predicted to be lost, simply moved, and considering
that no cysts were detected by ultrasound up to 30 years,
this could represent a hypomorphic mutation, as previously
suggested (22).

After 5 years of uninterrupted treatment, the rates of total
kidney and cyst volume progression assessed by MRl were
similar in both patients. Interestingly, the rate of progres-
sion was within the range reported by the CRISP study
(23 £+ 22.2 ml/year) (9). In the last few years, several
studies using experimental models of PKD have shown
that proliferative burst favors cyst formation. In particu-
lar, it has been demonstrated that ischemia-reperfusion
injury may promote tubular cell proliferation and cystoge-
nesis (23,24). Thus, a longer time of cold ischemia in pa-
tient 2 (Siro +) could have explained the absence of cyst
reduction/retardation. However, the cold ischemia times
were similar for the two recipients, arguing against this
hypothesis.

Cystogenesis in ADPKD is associated with dysregulation
of multiple molecular pathways. Intact polycystins are es-
sential to maintain the differentiated phenotype of tubular
cells, and the reduction in either of these proteins leads
to a polycystic phenotype (4). The mTOR pathway is inap-
propriately activated both in animal models of ADPKD and
patients with PKD (6,25). Thus, beside vaptans and so-
matostatin agonist (3), mTOR inhibitors such as sirolimus
or everolimus represent a promising therapeutic strategy.
To date, the optimal serum concentration of these drugs
able to simultaneously inhibit the mTOR pathway in kid-
ney and avoid side effects is not known. Two small retro-
spective studies of ADPKD patients after transplantation
have shown a significant reduction in the volume of the
polycystic kidneys or polycystic liver in patients treated
with sirolimus compared with patients treated with cal-
cineurin inhibitors (6,8). However, none of them described
the sirolimus dosages or sirolimus blood level used in these
retrospective cohorts. For these reasons, the serum level
used in the four ongoing clinical trials is extremely het-
erogeneous (ranging from 4 to 15 pg/L) (3). Sirolimus is
an immunosuppressive drug associated with a high risk
for severe adverse events (e.g. myelosuppression, hyper
lipidemia, impaired wound healing, proteinuria and seri-
ous infection) (26). In renal transplant recipients, the in-
cidence of these side effects is quite high (up to 50%),
leading to breaks in drug treatment in 10% of patients
(26,27). Notably, adverse reactions to sirolimus and their
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severity seem to be correlated with the dose (28). Thus a
determination of the critical serum level of sirolimus and
everolimus needed to completely inhibit the basal mTOR
pathway in the kidneys of ADPKD is a crucial issue. A sim-
ple approach could be to measure mTOR pathway activity
in PBMCs and to extrapolate these results to other tis-
sues. Our study, however, argues against this method. In
fact, we observed that, although a sirolimus serum level of
3 ug/L resulted in mTOR inhibition in PBMCs, the pathway
was still active in kidney. Interestingly, a previous study
showed constant inhibition of mTOR pathway in PBMCs
when the serum concentration of sirolimus was higher
than 6 pg/L (14). These disparate results could be due to
our use of different downstream targets of mTOR to mea-
sure the pathway activity in PBMCs and the kidneys. The
fact that 4E-BP1and p70 S6 kinase are direct targets of
mTOR, however, exclude this hypothesis (15).

One could also hypothesize that sirolimus/tacrolimus inter
action in patient 2 is a confounding variable. At the molec-
ular level both molecules bind and inhibit FBP12, which is
also a known inhibitor of TGF-B receptor (29). The synergis-
tic activation of TGFB receptor could theoretically lead to
more extracellular matrix production in patient 2. However,
identical fibrosis scores (IF/TA 1) in graft biopsies argue
against this hypothesis.

Taken together, our results suggest that kidney biopsies
are required to predict inhibition of mMTOR pathway in pa-
tients treated with sirolimus. Furthermore, they also sug-
gest that the lack of efficacy of sirolimus with regard to
cyst growth in our case was due to a low concentration
of sirolimus. In the near future, ongoing clinical trials with
sirolimus serum concentration ranging from 4 to 15 pg/L,
will be able to answer to this question.
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Progressions des maladies rénales chroniques : role de la voie AKT/mTORC
Résumé

La maladie rénale chronique (MRC) par ses conséquences organiques et psychologiques représente un
enjeu majeur de santé publique. Sa physiopathologie reste mal connue, mais il est établi que toute atteinte rénale,
quelle qu’en soit la cause, aboutit a une réduction du nombre de néphrons fonctionnels. Cette réduction
néphronique est responsable de processus adaptatifs complexes des néphrons sains restants pour maintenir une
fonction rénale satisfaisante. Si la perte néphronique est suffisamment importante, le parenchyme rénal va
s’altérer progressivement aboutissant au remplacement des néphrons sains par un tissu fibreux puis au déclin de
la fonction rénale. Les mécanismes moléculaires impliqués, tant dans 1’adaptation a la réduction néphronique,
que dans la dégradation progressive du parenchyme rénal sont mal connus et les possibilités d’interventions
thérapeutiques limitées.

La voie AKT/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire ubiquitaire, trés conservée, jouant un
rdle central dans I’homéostasie cellulaire par sa fonction de régulation de la croissance, de I’apoptose et du cycle
cellulaire. L’extraordinaire complexité de son mode de recrutement témoigne du réle de carrefour de cette voie.
Elle integre des signaux multiples et treés variés (facteurs de croissance, acides-aminés, niveau énergétique
cellulaire, disponibilité de 1’oxygeéne) modulant 1’anabolisme cellulaire. Notre compréhension du rdle de cette
voie dans la progression de la MRC est encore tres limitée et les données sont peu nombreuses et controversées.

Mon travail de thése a consisté a évaluer, en utilisant un modele expérimental de réduction néphronique
chez la souris, le role de la voie AKT/mTORC au cours de la progression des MRC.

Nous résultats démontrent que AKT, et plus précisément AKT2, est une molécule essentielle a
I’adaptation podocytaire aux contraintes imposées par la réduction néphronique. En appliquant plusieurs
modeles de réduction néphronique a des souris génétiquement modifiées, nous avons pu établir la fonction
cruciale de cette isoforme. En effet, I’inactivation d’Akz2, soit systémique soit conditionnelle dans le podocyte,
est responsable d’une hyporéactivité de la voie AKT podocytaire, d’'un remodelage du cytosquelette, d’une
augmentation de 1’apoptose glomérulaire avec raréfaction podocytaire et de 1ésions de glomérulosclérose.
Transposant nos données a la pathologie humaine, nous avons mis en évidence une activation podocytaire
d’AKT?2 apres transplantation rénale chez les patients présentant une altération importante de la fonction rénale.
De fagon marquante, la survenue d’une protéinurie en réponse a un traitement par sirolimus s’associait a une
perte de cette activation et a une augmentation de 1’apoptose glomérulaire.

Parallelement, nous avons évalué le role de cette voie chez I’homme au cours d’une MRC tres
particuliere secondaire a la présence d’anticorps antiphospholipides. Cette néphropathie est caractérisée par la
présence de lésions vasculaires séveéres prolifératives, hypertrophiques et progressivement obstructives
aboutissant a la destruction du parenchyme rénal. Jusqu'a maintenant, aucun lien formel n’avait été établi entre la
présence de ces anticorps et le développement des Iésions vasculaires, et aucune thérapeutique n’était disponible.
Nos résultats indiquent que ces anticorps sont directement pathogénes pour I’endothélium induisant I’activation
de la voie AKT/mTORC. L’activation de cette voie stimule la prolifération des cellules endothéliales mais aussi
des cellules musculaires lisses de la paroi vasculaire. Point crucial de ce travail, nous avons observé que
I’inhibition de cette voie chez ’homme par le sirolimus permettait de prévenir le développement de cette
néphropathie chronique et représentait une thérapeutique extrémement prometteuse dans cette indication.

En conclusion, mon travail illustre la complexité de cette voie pouvant avoir des effets bénéfiques mais
aussi déléteres au cours de la MRC. En effet, nous avons démontré que cette voie de signalisation jouait un rdle
crucial au sein du podocyte au cours de la réduction néphronique lui permettant de s’adapter a la surcharge de
travail et dont I’inhibition est particulierement néfaste. Mais, nous avons également démontré que cette voie était
directement impliquée dans la physiopathologie de la néphropathie liée a la présence d’anticorps
antiphospholipides et que son inhibition jouait au contraire un rdle protecteur.

Mots clés: Maladie rénale chronique, AKT, mTOR, podocytes, cellules endothéliales, anticorps
antiphospholipides.



