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I. L’Insuffisance rénale aiqule

A. Définition

L’insuffisance rénale aigue (IRA) est couramment définie par un déclin rapide de la
fonction rénale. L’IRA conduit a une rétention hydro-sodée, une accumulation de déchets du
catabolisme azoté, ainsi qu’a des troubles hydro-électrolytiques (hyperkaliémie et acidose
métabolique) nécessitant parfois le recours a la dialyse.

Selon les recommandations internationales (1) et européennes (2), le diagnostic d’une
insuffisance rénale aigle se définit par une augmentation de la créatinine (> 26,5 umol/L en
48h ou > a 1,5 fois la créatinine de base en 7 jours) et/ou par une diminution du débit urinaire.
Les KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes) ont établi une définition de
I’IRA en 2012 (1), fusionnant les classifications proposées antérieurement, notamment le
RIFLE (Risk, Injury and Failure) (3) et les critéres d’AKIN (Acute Kidney Injury Network)

(4). La sévérité de I'IRA est classée en 3 stades, décrit dans le tableau 1
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Stade Créatinine Débit urinaire

Augmentation de la Débit urinaire < 0,5 mL/kg/h
Stade 2 créatinine 2-2,9 fois la durant 2 périodes de 6
créatinine de base heures

Tableau 1: Définition de I’insuffisance rénale aiglie, d’apres les KDIGO (1).
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B. Epidémiologie de insuffisance rénale aigte

I1 existe une grande variabilité¢ dans I’incidence de I’IRA dans la littérature liée d’une
part aux différentes définitions utilisées pour caractériser I’ IRA mais également aux situations
cliniques dans lesquelles elle peut apparaitre (population générale, patients hospitalisés ou
patients en réanimation) ainsi qu’a la disparit¢ des comorbidités des patients. Ali et al.
retrouvent une incidence de 2147 cas par million d’habitants et par an en utilisant les critéres
de RIFLE dans une population écossaise de 523290 habitants (5). Dans une population de
patients hospitalisés, la fréquence de I'IRA est estimée a 15 % (6). Dans une population plus
spécifique de patients hospitalisés en réanimation, Bagshaw et al. ont montré une incidence

de 36,1% de I'IRA chez 120123 patients sur une durée de 5 ans (7).

Les conséquences de I'IRA sont nombreuses: augmentation de la mortalité¢ intra-
hospitaliere et de la mortalité a long terme, persistance d’une maladie rénale chronique,
dépendance vis a vis de la dialyse, et augmentation des codts en terme de santé publique.
Bagshaw et al. estiment la mortalité intrahospitaliére des patients de réanimation a 33% pour
les IRA de stade 3 (7). La mortalité a long terme est également augmentée chez des patients
ayant eu un épisode d’IRA comparée a celle d’une population contrdle (8) (Figure 1A). Le
risque de développer une maladie rénale chronique (MRC) est plus élevé aprés un épisode
d’IRA, méme réversible (6) (Figure 1B). En effet, une étude danoise publiée en 2013 montre
un risque de 6,2 fois d’avoir une insuffisance rénale terminale dans les 5 ans apres un épisode
d’IRA (9). Une méta-analyse publiée en 2009 montrait un risque relatif de développer une
MRC et de déces a long terme nettement supérieure dans le groupe de patients avec IRA (10).

Palevski et al. ont montré que parmi les patients ayant eu une IRA seévere, 25% étaient
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toujours dépendants d’une épuration extra rénale 60 jours aprés leur sortie de réanimation
(11) et Uchino et al. ont montré que 13% des patients nécessitaient encore une dialyse a la
sortie de réanimation (12). Bien que I’'IRA soit de nature réversible, il persiste souvent, méme
aprés normalisation de la fonction rénale, des dommages sub-cliniques et extra rénaux
pouvant entrainer un risque de progression vers I’insuffisance rénale terminale (6,13). Les
conséquences de I'IRA entrainent également une augmentation des codts de santé liés aux

séquelles de I’IRA (14).
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C. Capacité de réegénération apres un épisode d’ IRA

Le rein a une capacité de régénérer dans les 6 a 8 semaines suivant un épisode d’IRA.
Cependant il arrive que la récupération rénale soit incompléte et que persiste une MRC aprés

un épisode d’IRA (15).

Les cellules tubulaires proximales se divisent lentement. Ce faible renouvellement se
modifie quand le rein a subi une agression ischémique (16). La premiére phase de réparation
est en effet une prolifération des cellules épithéliales tubulaires proximales, dont I’origine
reste controversée. Beaucoup d’auteurs s’accordent sur le fait que ces cellules se situent au
sein du tubule proximal. Cependant deux hypothéses s’opposent sur la nature de ces
cellules (figure 2): Certains suggerent que des cellules souches pourraient étre dispersées le
long de 1’épithélium tubulaire proximal, exprimant des marqueurs tels que le CD24, CD133,
KIM-1 (Kidney injury marker -1) et la Vimentine. Aprés une agression ischémique, ces
cellules prolifereraient et se différencieraient en cellules tubulaires épithéliales (17).
Cependant cette hypothése est actuellement remise en cause (18). En effet, d’autres auteurs
proposent que quelques cellules épithéliales déja différenciées se dédifférencieraient lors
d’une aggression pour proliférer, exprimant des marqueurs transitoires de cellules souches (le
CD24, CD133, KIM-1 et la Vimentine). Dans un second temps, ces cellules se

différencieraient de nouveau en cellules épithéliales (19).
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Cependant, si I’IRA est trop sévere, ce processus de réparation serait incomplet. En
conséquence apparaissent une atrophie tubulaire, une inflammation et une hypoxie chronique,
conduisant a une prolifération de fibroblastes et a des dép6ts excessifs dans la matrice extra-

cellulaire, entrainant fibrose rénale et donc la MRC (20).

La survenue d’une IRA a donc des conséquences en termes de santé publique, tant sur
les colts financiers que sur la morbi-mortalité. Ces résultats montrent I’importance de
pouvoir proposer des thérapeutiques afin de diminuer les risques de survenue d’une IRA et

leurs conséquences.

Il. Les lésions d’ischémie-reperfusion rénale

L’ischémie rénale est le résultat d'une privation généralisée ou localisée d’oxygene
entrainant une inadequation entre ’apport et la demande en oxygéne. Par suite de ce
désequilibre, les cellules épithéliales tubulaires subissent des dommages pouvant conduire a
la nécrose tubulaire aiglie (NTA), qui malgré son nom, correspond a une mort cellulaire par
apoptose et/ou par necrose. L’IRA d’origine ischémique représente 80-90% des étiologies de
I’IRA dont les causes cliniques sont multiples (21): La transplantation rénale est un exemple

d’ischémie-reperfusion rénale, mais il existe de nombreux autres exemples tels que
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I’hypoperfusion rénale liée & un pontage coronarien, le remplacement valvulaire, les
chirurgies aortiques, incluant la cure d’anévrisme de ’aorte abdominale et I’arrét cardiaque.

La physiologie méme de la vascularisation rénale explique la sensibilité des cellules a I’IR.
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A.Rappel de physiologie rénale

1. La perfusion rénale

Chez I’homme, au repos, le débit sanguin rénal total représente environ 20% du débit
cardiaque (environ 1L/min), soit une perfusion estimée autour de 420 mI/min/100g, perfusion
bien plus importante que le coeur (84 ml/min/100g), le foie (58 mI/min/100g) ou encore le
cerveau (54 ml/min/100g). De ce débit sanguin important (1L/min), seulement une faible
quantité d’urine est formée (1-2 L/24h). Cette perfusion trés élevée permet au rein d’assurer
les fonctions d’épuration et de régulation hydro-minérale de I’organisme. Toutes
modifications du débit sanguin rénal reposent sur une adaptation des résistances vasculaires.
C’est Iartériole afférente, avec I’artere interlobulaire, qui constitue 1’essentiel des résistances
pré-glomérulaires, responsables d’une chute de pression intra vasculaire. La résistance
artériolaire efférente est responsable d’une deuxiéme chute de pression entre le capillaire
glomérulaire et le capillaire post glomérulaire. Afin de maintenir un débit sanguin rénal
constant, il existe un phénomeéne d’autorégulation du débit sanguin rénal pour des variations
de pression artérielle moyenne entre 80 et 140 mmHg, dépendant essentiellement des
adaptations des résistances artériolaires post et surtout pré-glomérulaires. Un mécanisme
myogénique ainsi qu’un rétrocontréle tubulo-glomérulaire par la macula densa permet ce

systeme d’autorégulation.

La distribution de la perfusion est trés hétérogéne au sein méme du parenchyme rénal
(22) entre cortex et médullaire (23). Une des fonctions primordiales de la médullaire rénale
est d’assurer la concentration adéquate de l’urine, fonction nécessitant le maintien d’un

gradient de concentration cortico-papillaire, d’environ 50 mOsm/kg dans le cortex
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superficiel, jusqu’a 1200 mOsm/kg dans la médullaire la plus profonde (Figure 3). Ce
gradient est maintenu par deux mecanismes : un débit sanguin médullaire bas et une
réabsorption active de sodium le long de la branche ascendante large de I’anse de Henlé,
nécessitant une consommation importante d’énergie. En réponse a ces besoins énergétiques,
les reins consomment environ 10% de 1’oxygéne total de 1’organisme, alors qu’ils ne

représentent que 1% du poids corporel.

2. Hétérogénéité mitochondriale au sein du parenchyme rénal.

Il existe une corrélation directe entre la réabsorption rénale de sodium et la
consommation d’oxygene (Figure 4). En conditions physiologiques, 80% de la consommation
en oxygéne du rein est liée a I’activité de la Na/K*ATPase des cellules tubulaires. Le rein
génére 95% de son ATP par phosphorylation oxydative. Ainsi les segments tubulaires
composés d’un nombre important de pompes Na*/K*/ATPase contiennent la plus grande
densité de mitochondries. Selon les cellules, le nombre et I’aspect des mitochondries

différent, de méme que leurs activités enzymatiques.

- Au niveau du tube proximal :

Les cellules sont étroites et hautes, riches en mitochondries et en organites intra-cellulaires.
De nombreuses villosités sont situées a leur pdle apical constituant la bordure en brosse. Ces
cellules ont une capacité glycolytique trés diminuée et sont incapables de maintenir une
concentration d’ATP suffisant en cas d’IR (25,26). Dans le cytoplasme du pdle basal, les
mitochondries sont longues et nombreuses. Elles forment des files plus ou moins paralleles,

enchéssées entre les invaginations de la membrane plasmique. Le nombre important de
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mitochondries est lié au besoin énergétique important de ces cellules qui réabsorbent une
grande quatité de sodium grace a la pompe Na'/K*/ATPase. En effet, ces pompes

consomment 50% de I’ATP synthétisé.
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- Au niveau du segment gréle de ’anse de Henlé

Les cellules tubulaires sont dépourvues de bordure en brosse et comportent peu de
mitochondrie. Elles ont un rapport intime avec les vasa recta irriguant la médullaire et avec

les plexus capillaires péritubulaires et le canal collecteur.

- Au niveau du tube contourné distal :

Dans la macula densa, la polarité des cellules est inversée avec des organites intracellulaires
groupés au péle basal de la cellule. Dans le tube contourné distal, les cellules tubulaires sont
cuboides avec une bordure en brosse. Le pdle basal est strié perpendiculairement par de
longues mitochondries insérrées au niveau des invaginations de la membrane plasmique, en
regard des transports actifs de sodium notamment.

- Au niveau du tube collecteur :

La cellule tubulaire contient quelques microvillosités mais peu de mitochondries. Ces
cellules sont capables d’une glycolyse anaérobie, et peuvent maintenir une concentration

d’ATP d’environ 60 % méme quand la phosphorylation oxydative est inhibée (27).
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Figure 4: A. Difféerentes types de mitochondries suivant les cellules tubulaires. Les
mitochondries du tube proximal (1) et les cellules du tube distal (3) sont riches en
mitochondries contrairement aux cellules de 1’anse de Henlé (2) ou du tube collecteur (4). Les
différences dans le métabolisme des cellules rénales montrent bien 1’hétérogénéité de ces
cellules. B. Comparaison de la distribution relative en oxygeéene en fonction des différents
segments des tubules rénaux, de la densit¢ mitochondriale et de [Dactivit¢ de la
Na*/K*/ATPase.

De cette hétérogénéité résulte donc une sensibilité différente a I’hypoxie (28). Dans la
plupart des modeles animaux, le tubule proximal est considéré comme étant le plus sensible a

I’ischémie. Les modifications morphologiques les plus rapides sont observées dans les
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segments S3 du tube proximal dés les premieres heures de la reperfusion. En effet, dés les 10
premiéres minutes d’une occlusion d’une artére rénale, les capacités glycolytiques de la
cellule tubulaire proximale diminuent et la concentration en ATP chute de 20%. Les cellules
de la médullaire interne, quant a elle, possedent une plus grande capacité a utiliser un
mécanisme glycolytique plutoét qu’oxydatif quand la fonction mitochondriale est limitée par

la privation en oxygene (27).
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B. Modifications structurales des cellules rénales.

L’IR entraine des modifications structurales au niveau de plusieurs types cellulaires
du parenchyme renal (cellules épithéliales et cellules endothéliales), décrites ci-dessous et

résumées dans la figure 5.

1. Perte de la structure des cellules épithéliales

1.1  Modification apicale de la cellule tubulaire

La déplétion en ATP entraine une déstructuration et une redistribution des filaments
d’actine au niveau apical conduisant a la perte de la bordure en brosse des cellules
épithéliales (29), favorisant 1’obstruction tubulaire (30) et aggravant la diminution du débit de
filtration glomérulaire. Cette perte de la bordure en brosse apparait des les 15 premieres
minutes de reperfusion. La désorganisation du cytosquelette du bord apical entraine
également la perte des jonctions sérrées (ou tight junctions) et des jonctions adhérentes. La
diminution de I’expression, la redistribution ou 1’aggrégation de ces jonctions ont été

montrées dans des modeles animaux et humains (31).

1.2 Modification basolatérale de la cellule tubulaire

L’ischémie entraine également une accumulation cytoplasmique de la pompe

Na*K*ATPase (32). La cellule tubulaire perd ainsi sa polarité en lien avec la diminution de la
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réabsorption du sodium, induisant une vasoconstriction pré-glomerulaire par rétrocontrole
tubulo-glomérulaire, et participant ainsi a la diminution du débit de filtration glomérulaire
(33). Par ailleurs, I’ischémie entraine une redistribution des intégrines sur la membrane

apicale et donc un détachement des cellules de leur membrane basale.
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2. Dysfonction de la cellule endothéliale

Les cellules endothéliales et musculaires lisses de la microcirculation rénale jouent un
role majeur dans la physiopathologiec de I’IRA, notamment dans le maintien d’une
vasoconstriction artérielle excessive (24). Le débit sanguin de la médullaire externe est
particulierement touché par cette vasoconstriction et est réduit de maniére disproportionnee
(34). Les artérioles ayant subi une ischémie se vasoconstrictent davantage en réponse a
I’endothéline-1 et I’angiotensin II (35) mais diminuent également leur réponse vasodilatatrice
a I’acétylcholine, la bradikinine et le NO (36). Cette vasoconstriction est amplifiée par la
diminution de synthese du NO et par I’infiltration de cytokines vasoactives (TNFa, L1,
IL6, IL12, IL15) (37). Ces cytokines vasoactives sont sécrétées en réponse a une
augmentation de I’interaction endothelium-leucocytes due a 1’augmentation de I’expression
des molecules d’adhésion (Sélectines, intégrines, superfamille des immunoglobulines) sur les
cellules endothéliales endommagées. Il existe également une augmentation des récepteurs de
ces cytokines sur les leucocytes activés. Le role de ces molécules d’adhésion a été mis en
évidence par la protection des souris KO pour ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecul-1)
lors d’une IR (38). Cette interaction entraine une activation et une transmigration des
leucocytes, une production de cytokines et un état pro-inflammatoire. 1l en résulte ainsi une
perte du glycocalyx, une déstructuration du cytosquelette, une perte de contact avec les
cellules endothéliales et une altération de la matrice périvasculaire. Ces interactions aggravent
¢galement davantage 1’obstruction tubulaire favorisée par la perte de la bordure en brosse des
cellules épithéliales. Toutes ces anomalies conduisent a une augmentation de la perméabilité
vasculaire et a un cedéme interstitiel (39,40). Le rétrocontrdle tubulo-glomérulaire participe a

la vasocontriction de I’artére afférente en réponse a une augmentation de sodium au niveau de
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la macula densa, par défaut de réabsorption de ce dernier au niveau du tubule proximal (33).

Dans les suites d’une aggression ischémique, le nombre d’artérioles décroit également
par diminution des facteurs angiogéniques tels que le VEGF, et la surproduction d’inhibiteurs
de I’angiogéneése (41). Ces altérations de I’angiogénése entrainent une hypoxie chronique et

favorisent la fibrose interstitielle.

3. L’inflammation

L'immunité innée est un systeme ancestral responsable de la premiere ligne de défense
contre les aggressions extérieures. La réponse immunitaire innée est la plus rapide,
comprenant ’activation des polynucléaires neurophiles, des monocytes, des macrophages et
des cellules natural killer (NK). L’épithélium tubulaire participe de maniére active a la
réponse inflammatoire en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires et chemotactiques.
Miklos et al. ont étudié la concentration sérique de TNF-a et son infiltration dans le rein 2
heures apres la reperfusion mettant en évidence une concentration sérique de TNF-a sérique
significativement augmentée apres I'IR (42).

Le systeme du complément et les toll-like receptors (TLRs) sont les 2 composants majeurs de

la réponse inflammatoire de I’immunité innée.

3.1 Les toll-like receptors (TLRS)

Les TLRs sont des protéines transmembranaires hautement conservées. Les cellules
épithéliales tubulaires expriment ces TLRs pendant I’ischémie (37). Des Damage-associated
molecular pattern molecules (DAMPs), libérées par les cellules endommagées, sont
reconnues comme un signal de danger et activent ces TLRs, induisant ensuite une cascade de

protéines kinases puis une synthése de facteurs de transcriptions, tels NF-kB. L’activation de
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ces TLRs par les DAMPs initie donc la réponse pro-inflammatoire, marquée par le relargage
de cytokines et chemokines (43). En réponse a ces cytokines, les neurophiles vont s’attacher a
I’endothélium et s’accumuler dans le rein, particuliérement au niveau péritubulaire et dans la
médullaire externe des les 30 min de reperfusion. Ces neutrophiles produisent des protéases,
des myelopéroxidases, des ROS et des cytokines augmentant la permeabilité vasculaire et
réduisant I’intégrit¢ des cellules tubulaires épithéliales et endothéliales (44,45). Chez la
souris, la déplétion des macrophages permet de prévenir I’insuffisance rénale, montrant
I’importance de ces cellules dans les 1ésions d’organes (46).

Par ailleurs, T1’épithélium tubulaire proximal exprime les molécules
d’histocompatibilté de type Il, peut donc présenter I’antigéne a la cellule T et exprimer des
molécules de co-stimulation. Aprés la reconnaissance des DAMPs, les TLRs sont non
seulement les inducteurs de la réponse inflammatoire mais également les médiateurs en

recrutant les cellules dendritiques (Figure 6).

3.2 Le complément

Le role du complément dans I’IR est bien démontré chez les souris déplétées en
protéines du complément (C3, C5 et C6), mettant en évidence un rdle marqué du C3 ou du
complexe d’attaque membranaire (47). Les DAMPSs peuvent activer la voie classique du
complément mais également la voie alterne en se liant au C3. Il semble qu’il existe un lien
entre I’activation du complément et les TLRs. (Figure 6)

Enfin, la réponse adaptative se fait au-dela de quelques heures a quelques jours,
permettant la maturation des cellules dendritiques, 1’activation et la prolifération des

lymphocytes T et I’interaction lymphocytes T-lymphocytes B.
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Figure 6: Mécanismes de la réponse de I’immunité innée dans I’IR. Les Damage-associated
molecular patterns (DAMPs) activent les Toll-like receptors (TLR) et le complément. En
réponse a leur activation, les TLRs entrainent la synthése de cytokines et donc 1’activation

des polynucléaires neutrophiles. D’aprés Farrar et al (48).

C. Physiopathologie des lésions d’ischémie-reperfusion

L’importante perfusion rénale et les besoins élevés en oxygéne et en ATP rendent le rein

particuliérement sensible a 1’ischémie.

1. Les lésions dues a ischémie

Les mécanismes contribuant a la physiopathologie des 1ésions d’ischémie reperfusion

sont multifactorielles et complexes (49,50). lls sont résumés dans la figure 7.
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Figure 7: Lésions dues a I’ischémie reperfusion, d’aprés Chatauret N. et al. (50). La
diminution du métabolisme oxydatif au cours de I’ischémie va entrainer des modifications
ioniques aboutissant a une surcharge en Ca?" intra-cellulaire avec pour conséquence une

surcharge calcique mitochondriale. Ca?* : calcium, ROS : espéces réactives en oxygéne.

1.1 Déficit en ATP

Lors de l’ischémie, le métabolisme anaérobie va prédominer. Ce métabolisme
anaérobie produit de maniére insuffisante de I’ATP (2 molécules d’ATP pour 1 molécule de
glucose) contre 36 molécules d’ATP en cas de métabolisme aérobie. Cette modification

conduit a une inversion de fonctionnalité de la pompe F1-FO ATP-synthase, hydrolisant
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I’ATP a la place de la synthétiser pour maintenir le potentiel de membrane mitochondriale
(51). La concentration intracellulaire d’ATP va diminuer dés les premiéres minutes de
I’ischémie, et sera proportionnelle a la durée d’ischémie. Si I’ischémie est courte (< 15 min)
la concentration d’ATP retournera rapidement aux valeurs de base. Il existe une corrélation
négative entre la concentration d’ATP a 2h de reperfusion et la dysfonction rénale a 24h (52).
Par ailleurs, la production d’ATP anaérobie conduit a une acidose intra cellulaire par
accumulation d’acide lactique dans la cellule. Cette diminution d’ATP ainsi que la
modification du pH intra-cellulaire conduit a une déstabilisation de la membrane lysosomale,
inhibe les pompes ioniques, notamment la Na*/K*ATPase, entrainant une entrée massive de
sodium et d’eau dans la cellule (53). Afin de réguler cette variation de pH, la cellule va
activer un antiport Na*/H* puis entrainer une sortie des protons (54) particulierement active

au moment de la reperfusion, associée a une entrée massive de Na* (55).

1.2 Modification de [’homéostasie calcique

Cette accumulation intracellulaire de Na* va conduire a une augmentation
intracellulaire de Ca?* via I’échangeur Na*/Ca?*, qui va fonctionner en mode inverse,
induisant une entrée massive de calcium dans la cellule (56). Cette augmentation est
également expliquée par I’inhibition de la recapture du Ca?* par le réticulum endoplasmique a

cause de la déplétion en ATP.

1.1  Stress oxydant

L’accumulation de calcium mitochondrial est directement impliquée dans la
génération des espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) pendant I’ischémie en favorisant la
dislocation du cytochrome c de la membrane interne de la mitochondrie. La formation des

ROS joue un role déterminant dans la génése de I’IRA. Durant ’hypoxie de la cellule, une
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faible quantité de ROS est générée. Les ROS sont des molécules qui contiennent un électron
non apparié, les rendant instables et trés réactifs. Ils sont capables d’extraire un électron des
molécules voisines pour combler la vacance de leur orbite. Ils sont a I’origine de nombreux
dommages, tant au niveau cellulaires que moléculaires, comme la fragmentation de I’ADN
ainsi que 1’oxydation protéique et lipidique. Les ROS sont traditionnellement considérés
comme déléteres. Ils sont aussi d’importants seconds messagers cellulaires et leurs effets sont
variés. lls sont impliqués dans des phénomeénes de protection tel que le préconditonnement
(préCl) ou postconditionnement (postCl). La mitochondrie est le site majeur de production
des ROS. Au cours de la phosphorylation oxydative, une partie de 1’oxygene échappe a la
réduction complete en H20 et subit une réduction mono-électronique au niveau des
complexes I et 111 de la chaine respiratoire, donnant naissance a ’0Oz". L’oxydation du FADH2
au niveau du complexe Il produit également des ROS par un phénomeéne appelé flux inverse
d’électrons (57,58). Il est aujourd’hui établi que I’activité des ROS a un réle important dans
les modéles d’ischémie-reperfusion (59), il est donc envisageable que les ROS puissent

¢galement influencer I’hémodynamique rénale et I’inflammation.

2 Les lésions liées a la reperfusion

La reperfusion est le seul moyen thérapeutique pour éviter 1’aggravation de la nécrose
d’un organe. Cependant cette reperfusion, bien qu’indispensable pour délivrer 1’oxygeéne et
les nutriments nécessaires au métabolisme cellulaire, est également délétére. En effet, lors de

la restauration du flux sanguin rénal, la concentration en oxygene augmente rapidement.
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2.1 Formation d’espéces réactives de [’oxygene (ROS)

Sous des conditions physiologiques, seule une petite fraction de ROS est formée
(<0,1%) due a la réduction partielle de I’anion superoxyde au niveau du complexe I et III. La
superoxide dismutase (SOD) réduit rapidement 1’02 en H202 qui est librement diffusible a
travers la membrane cellulaire. Lors de la normalisation du flux sanguin rénal, le pH va se
corriger trop rapidement, entrainant un gradient de protons important. Le retour rapide a la
normoxie, couplé a la baisse de I’ADP, va favoriser la production de ROS par une
augmentation de la fuite d’¢lectrons. A la reperfusion, I’oxygeéne va également favoriser
I’oxydation par la xanthine oxydase de ses deux substrats accumulés pendant I’ischémie: la

xanthine et I’hypoxanthine, réaction qui produit des ROS.

2.2  Ladysfonction mitochondriale

Jennings et al. ont été les premiers a montrer I’implication de la mitochondrie dans les
dommages cellulaires liés a I’'IR, par altération de I’intégrité de la chaine respiratoire
mitochondriale induisant une dysfonction de la phosphorylation oxydative (60,61).
L’accumulation calcique mais également les ROS vont entrainer un gonflement
mitochondrial ou « swelling » (62). Ce gonflement est provoqué par une perméabilisation de
la membrane interne de la mitochondrie. Cette perméabilisation contribue a 1’ouverture d’un
méga-pore connue sous le nom de pore de transition de perméabilité mitochondriale (mMPTP),
qui joue un réle central dans les leésions de reperfusion. Les conditions favorables a son
ouverture sont la baisse de I’ATP intra-cellulaire, une accumulation mitochondriale de Ca?*,
une surproduction de radicaux libres et une élévation de phosphotate inorganique.

L’ouverture de ce pore entraine une rupture de ses membranes et un relargage de molécule
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pro apoptotiques, tel que le cytochrome c. La cellule va étre entrainée ensuite dans la mort

cellulaire, par nécrose et/ou apoptose.
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Figure 8: Lésions liées a la reperfusion.
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perméabilité mitochondriale. La surcharge calcique mitochondriale entrainant 1’ouverture du

mPTP

45



D. La mort cellulaire

I1 existe plusieurs voies de signalisation de la mort cellulaire, dont I’effecteur principal est la

mitochondrie.
1. Nécrose

La nécrose est directement liée a la privation en oxygeéne et en nutriments des cellules.
Elle se distingue de 1’apoptose par la rupture de I’intégrité de la membrane (63) plasmatique.
La mort cellulaire par nécrose est accompagnée d’un relargage du contenu intra-cellulaire,
incluant les organelles et des protéines pro-immunogéenes (les DAMPS). Des recherches
récentes semblent avoir mis en évidence 1’existence d’un nouveau paradigme, la nécrose
régulée, dont parmi eux, le nécroptose (64). Il a été récemment montré que ce type de mort
cellulaire est un processus biologique finement régulé, différent de I’apoptose, faisant
intervenir les kinases RIPK1 et RIPK3 (Receptor Interacting Protein Kinases) (65). Dans le
rein, I’existence du nécroptosome a ¢été suggéré en montrant ’effet protecteur de la
necrostatin-1, un inhibiteur du RIPK3 dans la voie de signalisation du nécroptosome (66,67).

Son réle a également été mis en évidence in vitro dans les cellules tubulaires (68).

2. L’apoptose

Jusqu’en 1970, la mort cellulaire n’était synonyme que de nécrose. L’apoptose n’a été
définie que plus tard, comme une mort cellulaire programmeée (69,70). Bien que les Iésions
d’ischémie-reperfusion a 1’échelle de 1’organe portent le nom de «nécrose tubulaire aigiie », il
existe tout de méme a la fois des Iésions de nécrose et d’apoptose sur le plan histologique
(71,72). Shumer et al. ont été les premiers a montrer I’existence de ’apoptose dans le cortex

rénal de rat a la 12°™ heure de reperfusion (73). Elle se caractérise par des altérations
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morphologiques avec condensation de la cellule et du noyau, fragmentation de I’ADN et
bourgeonnement de la membrane plasmique conduisant a la formation de corps apoptotiques
(74,75). L’apoptose est initiée au cours de I’ischémie mais amplifiée par la reperfusion (70).
Au niveau biochimique, I’apoptose conduit a I’activation des caspases et des endonucléases
(63,76). Le signal de I’apoptose provient de plusieurs voies (74) : la voie intrinséque
mitochondriale, le voie extrinseque des récepteurs de mort et la voie du réticulum

endoplasmique (Figure 9).
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Figure 9: voie de mort cellulaire. Il existe trois voies principales d’induction de 1’apoptose :
la voie des récepteurs membranaires, la voie mitochondriale et la voie du réticulum

endoplasmique (R.E.).

2.1 Voie intrinséque mitochondriale
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Les modifications du potentiel de membrane et la transition de perméabilité
mitochondriale conduisent a la perméabilisation de la membrane interne mitochondriale.
Cette perméabilisation entraine la libération de substances pro-apoptotiques telles que
I’apoptosis induction factor (AIF) et le cytochrome ¢ venant se lier a ’apaf-1 pour activer la
caspase 9. L’activation de cette voie mitochondriale a ét¢ mise en évidence au cours de la
réoxygénation (77). L’activation de Bax, protéine pro-apoptotique de la famile Bcl-2, a été
montrée comme étant une protéine clé dans la perméabilisation de la membrane dans I'IR

rénale chez I’animal (78,79), mais également chez I’homme en post-transplantation (80,81).

2.2 Voie extrinséque de [’apoptose

Cette voie est médiée par la fixation d’un ligand tel que TNF-a ou Fas-L sur son
récepteur, induisant ainsi I’activation de caspase initiatrices (caspase 8 ou 10) puis des
caspases effectrices (caspases 3, 6, 7) conduisant a I’apoptose (82). Cette voie extrinséque
médiée par le TNF-a et Fas-L pourrait contribuer a la perte des cellules tubulaires dans 'IRA

d’origine ischémique (83).

2.3 Voie du réticulum endoplasmique

La voie du réticulum endoplasmique (RE) est également impliquée dans les
phénomenes d’apoptose dans I’IR rénale, mais son réle exact n’est pas encore complétement
défini (84). Lors d’une perturbation de I’homéostasie calcique, d’un déséquilibre d’oxydo-
réduction ou d’une hypoxie, il peut exister une perturbation du processus de repliement des
protéines et ainsi une accumulation et une agrégation des protéines a conformation anormale

au niveau du RE. Dans ces conditions, les cellules sont dites en stress du RE. Dans le but de
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limiter les dommages associés au stress du RE, les cellules sont en mesure de réagir en
déclenchant la signalisation unfolded protein response (UPR). Cette réponse a pour but de
rétablir la fonction physiologique du RE en augmentant les capacités cellulaires de repliement
des protéines. Toutefois, lorsque le stress du RE est trop intense ou trop prolongé, la réponse

UPR peut déclencher la mort cellulaire par apoptose (85).

3. L’autophagie

A Torigine I’autophagie a ¢été décrite comme un mécanisme cellulaire physiologique
conduisant a la formation de vésicules appelées autophagosomes qui dégradent et recyclent
certains organelles ou protéines endommagées. Un niveau basal d’autophagie est
indispensable au maintien de 1’homéostasie cellulaire. La figure 10 décrit les mécanismes
d’activation de I’autophagie : L’ AMP-activated protein kinase (AMPK) se lie a 'ULK1
(Unc-51-like kinase 1) entrainant 1’activation de 1’autophagie. L’interaction entre ULK1 et
AMPK est inhibée par la phosphorylation de ULK1 par mTOR, une enzyme de la famille des
sérines-thréonines kinases, qui régule la prolifération cellulaire, la croissance cellulaire, la
survie cellulaire, la synthése protéique et la transcription. mTOR phosphoryle également une
autre protéine activatrice de I’autophagie : Beclin-1. Cette phosphorylation de ULK1 et de
Beclin-1 inhibe 1’autophagie. La phosphorylation de I'AMPK par ULKZ1 est renforcée par un
traitement par rapamycine, un inhibiteur de mTOR et a I’inverse cette interaction est

supprimée par la phosphorylation de ULK1 par mTOR.

Méme si un niveau basal d’autophagie est nécessaire, elle peut étre également néfaste dans
certaines conditions et en particulier dans I’IR. En effet, lors d’une hypoxie prolongée avec
ré-oxygénation, le phénomeéne d’autophagie peut conduire a I’autodigestion d’organites
essentiels et donc a la mort cellulaire (86). Au cours de I’ischémie, 1’autophagie serait induite

par P’activation de I’AMP-activated protein kinase (AMPK), reflétant la diminution d’ATP
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intracellulaire et au cours de la reperfusion, Beclin-1 serait fortement exprimée (87).

Cependant, Pallet et al. ont montré que certains stimulateurs de 1’autophagie, telle la
rapamycine, aggravent de manicre paradoxale les 1ésions d’ischémie-reperfusion, en inhibant
la croissance cellulaire (88). Dans le rein, il semble exister un temps d’ischémie limite au
dela duquel I’autophagie devient délétere. Les travaux de deux équipes suggerent qu’une
ischémie de 40 min serait le timing au dela duquel 1’autophagie semble délétére. L’effet
protecteur ou lésionnel de 1’autophagie pourrait également dépendre du dégré de son

activation (89).

I11. Ischémie-reperfusion et mitochondries

Les lésions cellulaires développées dans le chapitre précédent (page 21), sont liées au

dysfonctionnement mitochondrial induit par 1’ ischémie-reperfusion.

A. Structure des mitochondries

La théorie endosymbiotique propose que la mitochondrie soit nee lorsque deux
bactéries, une archéobactérie anaérobie d’une part, et une protobactérie aérobie d’autre part,
ont fusionné pour donner un eucaryote primitif duquel tous les eucaryotes actuels dérivent.
Une telle hypothese est née suite a la mise en évidence, il y plus de 50 ans, d’un ADN
mitochondrial différent de ’ADN nucléaire d’une part, et d’une structure membranaire
particuliére, puisque dédoublée, d’autre part. La mitochondrie est présente dans la majorité
des cellules eucaryotes. Elle fournit I’énergie nécessaire au fonctionnement de la cellule, en
produisant de ’ATP. A coté de ce role énergétique, elle participe également a d’autres

fonctions métaboliques comme la synthése des stéroides ou la régulation du cycle de 1'urée.
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Au cours d’une agression cellulaire comme I’IR, la mitochondrie peut se détourner de son
réle physiologique pour orienter la mort de la cellule vers la nécrose ou 1’apoptose par

I’intermédiaire du phénomeéne de transition de perméabilité.

La structure d’une mitochondrie se définit par

- une membrane externe, composée de 40 % de lipides et 60 % de protéines. Elle se
caractérise par une grande perméabilité aux ions et aux petites molécules.

- Une membrane interne, formant de nombreuses invaginations nommeées crétes
mitochondriales. Cette membrane, constituée en majorité de protéines (80%) et de
lipides (20%), est imperméable aux ions. Au sein de cette membrane sont enchassés les
complexes de la chaine respiratoire.

- L’espace intermembranaire

- La matrice mitochondriale qui contient les enzymes du métabolisme énergétiques

(synthése des acides gras, cycle de Krebs, B-oxydation des acides gras).

B. Fonctions mitochondriales

Les mitochondries sont des organites cytoplasmiques qui fournissent a la cellule
I’énergie (synthése d’ATP). Les autres rbles physiologiques de la mitochondrie sont la
production de ROS, I’oxydation des acides gras, la conduction des signaux calciques, le
crosstalk avec les autres organelles, les événements de fission et de fusion, et 1’orientation
vers la mort cellulaire (90). Au cours d’une agression cellulaire comme I’ischémie-
reperfusion, la mitochondrie peut orienter la vie de la cellule par I’ouverture d’un pore non
spécifigue nommeé le pore de transition de permeabilité. Elle adapte également sa

morphologie par fission et fusion et régule la production d’ATP.
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1. Syntheése d’ATP

L’oxydation des nutriments permet de fournir I’énergie nécessaire a la cellule sous la
forme d’une liaison anhydride (riche en énergie) par phosphorylation de ’ADP en ATP.
C’est la transformation de cet ATP en ADP qui permettra de fournir de 1’énergie a la
molécule cible d’une cellule. La synthése d’ATP nécessite une consommation d’oxygéne par
la mitochondrie permettant d’oxyder les cofacteurs résultant du métabolisme du glucose, des
acides gras et des acides aminés, on parle alors de respiration mitochondriale ou de
phosphorylation oxydative. Cette réaction permet la formation d’ATP par I’ATP synthase
située dans la membrane interne mitochondriale. Elle fait partie de la chaine respiratoire,
située également au niveau de cette membrane, utilise 1’énergie fournie par 1’oxydation
d’équivalents réduits (NAD*/H* et FADH2) pour expulser des protons (H*) de I’espace
matriciel vers I’espace intermembranaire. Ce gradient de protons sert ensuite de source
d’énergie a I’ATP synthase pour assurer la synthése d’ATP par la phosphorylation de I’ADP.

La chaine respiratoire mitochondriale est formée de cinq complexes protéiques
structurellement indépendants (91) . Ces composants peuvent étre tour a tour accepteurs et
donneurs d’électrons et forment ainsi une chaine d’oxydo-réduction (Figure 11).

- le complexe I (NADH-ubiquinone oxydoréductase) oxyde du NADH de la matrice et
transfére deux électrons sur I'ubiquinone permettant sa réduction en ubiquinol. Cette
réaction d’oxydo-réduction est associée a une expulsion de protons de la matrice vers
I’espace intermembranaire.

- le complexe Il (succinate-ubiquinone oxydoréductase) oxyde du succinate en fumarate
pour réduire du FAD en FADH2. Ce FADH2 est a son tour oxyde pour permettre le

transfert de deux électrons sur 1'ubiquinone.
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- le complexe 111 (ubiquinol-cytochrome c reductase) réalise 1’oxydation de ’'ubiquinol
en ubiquinone. Les électrons transportés par 1’ubiquinol sont alors transférés sur le
cytochrome c. Une translocation de protons vers I’espace intermembranaire a également
lieu au cours de cette oxydo-réduction.

- le complexe IV (cytochrome oxydase) catalyse la derniére réaction d’oxydoréduction en
transférant les deux électrons portés par le cytochrome ¢ sur I’oxygéne. Cette étape est
aussi couplée a un efflux de protons de la matrice vers I’espace intermembranaire.

Ainsi, trois de ces complexes (I, 11l et 1V) sont des sites de couplage qui utilisent 1’énergie
générée par le transfert des électrons pour la translocation active de protons de la matrice vers
I’espace intermembranaire. Ce mouvement de protons, de part et d’autre de la membrane
interne mitochondriale, crée la force protomotrice (Ap) qui a deux composantes :

- le gradient de pH (ApH) car le compartiment intermembranaire s’acidifie tandis que
le milieu matriciel devient alcalin.

- la formation d’une différence de potentiel électrique transmembranaire (AW),

I’intérieur devenant négatif et I’extérieur positif.

- Le complexe V (ou FQ-F1 ATP-synthétase) est une protéine possédant un domaine
transmembranaire FQ qui forme un canal transmembranaire a protons et un domaine
hydrosoluble matriciel F1. Ce complexe couple I’énergie du gradient de protons par son
domaine FQ qui permet la diffusion facilitée de protons vers la matrice a la synthése d’ATP a
partir d’ADP et Pi par son domaine F1. Ce complexe, a I’inverse des autres complexes de la

chaine respiratoire, permet de convertir une énergie électrochimique en une énergie chimique
potentielle véhiculée par les molécules d’ATP. Cependant, son fonctionnement est réversible,
c’est a dire qu’en cas de chute de la force protomotrice ou d’une augmentation du rapport

ATP/ADP, elle peut hydrolyser ’ATP et expulser des protons vers 1’espace inter-
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membranaire. L’ANT assure le transport de I’ADP et ATP entre le cytosol et la matrice de la

mitochondrie.

Dans les conditions physiologiques, une quantité trés faible de 1’oxygéne utilisée par
la chaine respiratoire est incomplétement réduite en H20, principalement par les complexes |

et 111. Ce qui donne naissance a des especes radicalaires (les ROS).

Ho H* H’ F.F, ATP Espace
synthase intermembranaire

(+ )

Membrane
interne

FADH,

Figure 11: Chaine respiratoire mitochondriale. A partir des co-enzymes réduites (NADH ou
FADH?2) issues du métabolisme €nergétique mitochondrial, un flux d’électrons est généré et
transféré grace a quatre complexes (I, 11, 11 et 1V) protéiques et a deux navettes (ubiquinone
Q et cytochrome c) a I’oxygene moléculaire. Les complexes de la chaine respiratoire, en plus
d’étre des transporteurs d’électrons, sont €galement des pompes a protons qui font sortir les
H* de la matrice vers I’espace inter-membranaire, créant ainsi a la fois un gradient de pH et
un potentiel de membrane mitochondrial. La FO/F1 ATP synthétase permet de convertir cette

force protomotrice en ATP en faisant entrer les protons dans la matrice.
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2. Production d’espéces réactives d’oxygéne (ROS)

Les ROS sont traditionnellement considérées comme délétéres (fragmentation de
I’ADN, I’oxydation des protéines, peroxydation lipidique, altération des membranes et mort
cellulaire) mais leur role est bien plus complexe puisqu’elles sont également impliquées dans
des phénomeénes protecteurs tels le PréCl et PostCIl. Au cours de la phosphorylation oxydative
décrite précédemment, une quantité d’oxygene radicalaire, O2" échappe a la réduction
compléte en H20. L’oxydation de FADH2 au niveau du complexe II produit également des
ROS par un phénomene appelé inverse d’électrons (reverse électron transfert). L’O2" ayant
une durée de vie tres courte, ce sont surtout ses dérivés qui sont considérés comme déléteres :

le peroxynitrite (ONOQO), le radical hydroxyles (HO") et peroxyde (ROO").

3. Homéostasie calcique

Le calcium est un second messager important intra cellulaire. La mitochondrie, en
étroite relation avec le réticulum endoplasmique, est trés impliquée dans la régulation du
calcium cytologique. Elle possede au niveau de sa membrane interne de nombreux canaux
calciques spécifiques. Le passage de Ca®* a travers la membrane interne de la mitochondrie
est dépendante du gradient électrochimique crée par la chaine respiratoire. L’entrée du Ca®*

est notamment assurée par un canal appelé MCU et par RaM (rapid mode of uptake).

C. Le pore de transition de perméabilité mitochondrial

1. Historigue
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En 1976, Hunter et al. ont découvert un phénoméne qu’ils ont appelé « transition de
perméabilité », correspondant a 1’ouverture d’un canal, nommé « pore de transition de
perméabilité » (92). La transition de perméabilité mitochondriale est bien définie comme la
perte de I’imperméabilité de la membrane interne de la mitochondrie, qui ne doit pas étre
confondue avec la rupture de la membrane externe qui conduit au relargage du cytochrome ¢

et des protéines pro-apoptotiques (93).

2. Structure moléculaire du mPTP

La structure exacte du mPTP est encore débattue, mais du fait de sa haute complexité, il

est supposé que celui-ci est constitué d’un complexe multi-protéique (Figure 12).

2.1 L’Adenine Nucleotide Translocator (ANT)

L’ANT est une protéine abondante de la membrane interne mitochondriale. Elle
catalyse selectivement et de maniére réversible 1’échange entre I’ADP et I’ATP. La direction
de transport des nucléotides dépend de la condition dans laquelle se trouve la cellule. L’ATP
est transportée de la mitochondrie vers le cytoplasme contre de I’ADP dans le sens inverse.
Ce transport est inversé dans des conditions d’hypoxie. L’observation initiale de la sensibilité
du mPTP a I’ADP alors que les autres nucléotides n’utilisant pas I’ANT comme transporteurs
n’avaient pas d’effet sur le mPTP, a rapidement suggéré que I’ANT devrait étre impliquée
dans la régulation du mPTP. Ces résultats avaient été confirmés par d’autres études
confirmant la sensibilité du mPTP a I’ADP/ATP (95).

Cependant, le développement des souris déficientes en ANT a remis en question le

role primordial de I’ANT dans la structure du mPTP. En effet, les souris double knock out en
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ANT1 - et ANT2 7~ avait un mPTP préservé malgré P’absence de I’ANT, bien que les

mitochondries aient une diminution du seuil d’ouverture du mPTP au calcium (96).

2.2  Le Voltage-dependant anion channel (VDAC)

Il s’agit de la protéine la plus abondante de la membrane externe de la mitochondrie.

Sa structure est parfaitement connue. VDAC est perméable aux petits ions (CI, K+, Na+)
ainsi qu’a d’autres molécules tels que le glutamate, I’ATP, I’acétylcholine, la dopamine,
etc.... Son rdle est de réguler les mouvements des métabolites mitochondriaux. Il existe trois
isoformes (VDAC1, VDAC2 et VDAC3) chez les mammiferes, ayant a priori des fonctions
distinctes. De nombreuses études suggérent que VDAC est un élément majeur du mPTP. 1l
apparait en effet que I’incorporation de VDAC purifié dans des bicouches phospholipidiques
forme des canaux aux propriétés électrophysiologiques trés proches de celle du mPTP. De
plus ces canaux sont modulés par I’addition de calcium, de NADH et de glutamate et par la
liaison avec I’hexokinase. Cependant, il a été démontré récemment que les caractéristiques
principales du mPTP étaient préservées dans les mitochondries isolées chez les souris
knockout de VDACL et VDAC3. VDAC n’est donc maintenant plus considéré comme un

élément essentiel du mPTP (97).

2.3 Le récepteur périphérique aux benzodiazépines (PBR) ou Translocator

protein (TPSO).

Il est localisé dans la membrane externe des mitochondries et présente un site de

liaison des benzodiazépines, différent du récepteur classique GABA. Ce récepteur se lie avec
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I’ANT et le VDAC. Des résultats suggérent que ce récepteur a un role structurel dans le

mPTP (98).

2 .4 Le cyclophiline D (Cyp-D)

2.4.1 Conformation

La CyP-D est une protéine matricielle mitochondriale codée par le gene peptidyl-
prolyl cis-trans isomerase F (Ppif), un membre de la grande famille des cyclophilines dont le
poids moléculaire est faible, d’environ 19-20 kDa. Il existe 17 cyclophilines dans le génome
humain, et qui sont toutes impliquées dans des fonctions de protéines chaperonnes (99). Les
cyclophilines sont des protéines trés conservées, qui ont toutes une activité peptidyl-pprolyl
trans imorase (PPlase), qui lie directement la CsA. Les premiéres observations ayant conduit
a la decouverte de la modulation du mPTP par la CsA proviennent des analyses en
microscopie électronique de biopsies rénales de patients traités par la CsA, qui montrent des
mitochondries géantes avec des inclusions paracristallines (100). La découverte des effets de
la CsA sur le mPTP a permis de progresser dans la connaissance de ce pore. Il a tout d’abord
¢té montré que la CsA inhibait ’état 3 de la respiration mitochondriale dans le tubule rénal et
causait une accumulation de calcium dans la matrice (101,102). D’autre part, Crompton et al.
ont montré que la CsA inhibait la transition de perméabilité (103). Halestrap et Davidson
identifiérent la domaine PPlase comme cible de la CsA (104) suivis de Crompton et al. qui
constaterent le r6le de la Cyp-D comme modulateur du mPTP (105). La confirmation de
I’existence de la Cyp-D comme un composant du pore s’est faite définitivement en 2005 par
le développement de souris délétées en gene Ppif, et a I’analyse des mitochondries de ces
animaux. En effet, les mitochondries étaient résistantes a la transition de perméabilité et au

gonflement (106). Cependant tout reste encore débattu puisque certains auteurs suggeéreraient
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que la CsA démasquerait un site de liaison d’inhibition du Pi (107,108). Il n'existe cependant
aucune certitude concernant le mécanisme d’interaction Cyp-D/mPTP ni méme sur le mode
d'action exacte de la CsA sur le mPTP. L'équipe d'Halestrap a suggéré que dans certaines
conditions favorisant I'ouverture du mPTP, la Cyp-D pourrait se fixer a ’ANT, et que lors
d’une activation par le Ca?*, un changement significatif de conformation lié a I'activité PPlase
transformerait le transporteur spécifique ADP/ATP en un canal aspécifique de haute
conductance. La CsA pourrait inhiber I'ouverture du mPTP en empéchant la liaison de la
Cyp-D a ’ANT. La délétion de la Cyp-D chez des souris montre que le seuil d’induction de

I’ouverture du mPTP par le Ca®* est trés augmenté.
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2.4.2 Modification de la Cyp-D

La Cyp-D peut étre phosphorylée, acétylée et nytrosilée.
- Phosphorylation
Il n’existe qu’une seule publication suggérant la phosphorylation directe de la Cyp-D.
Il a été montré que la GSK-34 peut phosphoryler directement la Cyp-D in vitro, sans preuve
actuelle in vivo (109). La GSK3p, souvent évoquée comme élément modulateur du mPTP
peut se transloquer & la matrice mitochondriale ou elle a une interaction directe avec la Cyp-
D, mais pas avec VDAC et ’ANT. Cependant cette hypothése de phosphorylation reste
encore contreversée (110).
- Acétylation
Il a récemment été proposé que Sirt3 (NAD* dependent deacetylase sirtuin 3)
deacetyle la Cyp-D, site adjacent au site de liaison de la CsA (111). Cette décacétlytion de la
Cyp-D entrainerait la dissociation de la Cyp-D a I’ANT(112). Bien que ces deux études
émettent I’hypothese que la déacétylation de la Cyp-D pourrait étre un contrdle du mPTP, il
est encore nécessaire de confirmer ces hypothéses.
- Nitrosylation
Le NO peut influencer la signalisation cellulaire par une S-nitrosylation. Il a été
rapporté que plusieurs modulateurs du pore peuvent étre nitrosylés comme la FOF1-ATPase,
VDAC, Cyp-D (113,114). Afin de valider cette hypothese, une équipe a muté des cellules
MEF Ppif - et a montré que ces cellules mutantes sont résistantes au gonflement
mitochondrial et a la mort cellulaire induite par les ROS, suggérant que la modification thiol
sur un site spécifique pourrait étre déterminante dans la régulation du mPTP. Cependant il est

possible que cette mutation masque un site de 1’oxydation (115).
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2.5 PiC (Phosphate inorganic carrier)

Le PIC est le principal transporteur de phosphate inorganique (Pi) dans la matrice
mitochondriale par co-transport de proton ou échange d’un ion hydroxyl. Historiquement le
Pi est un important modulateur de 1’ouverture du mPTP (108,116). Un nouveau modéle de
mPTP a été proposé par Leung et al. montrant que le PiC induirait en synergie avec le
calcium I’ouverture du mPTP en modifiant sa conformation (117). Il a méme été suggeéré
qu’il puisse exister une liaison entre PiC et Cyp-D, qui serait inhibée par la CsA mais aucune
démonstration n’a pu le prouver de fagon formelle. Par ailleurs, il a été montré que la
surexpression de PiC induisait un dysfonctionnement mitochondrial et I’entrée en apoptose
(118). L’équipe d’Halestrap a également montré que le Pi augmentait 1’ouverture du mPTP,
mais de maniére indépendante a la Cyp-D (119). Cependant cette hypothése a été également
remise en question récemment quand il a été montré que I’inhibition de 70% de PiC

n’entrainant aucune altération du seuil de sensibilité au calcium du mPTP (120).

2.6 Le complexe | de la chaine respiratoire

Le complexe | de la chaine respiratoire est le seul autre complexe multiprotéique
connu pour étre potentiellement un des constituants du mPTP (92). Pour Fontaine et al., cette
hypothése est supportée par le fait que le flux d’électrons transitant a travers ce complexe
constitue un élément régulateur de la transition de perméabilité indépendant de tout autre
mécanisme connu. En effet, d’un part la probabilité d’ouverture du mPTP est plus grande
apres activation de la chaine respiratoire par des substrats du complexe | que du complexe II.
De plus, en présence de substrat du complexe I, la roténone, un inhibiteur direct du complexe

I, protége la mitochondrie de I’induction de la transition de perméabilité (121). Par ailleurs, il
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a constaté qu’une levure appelée Saccharomyces cerevisiae dont les mitochondries sont

dépourvues de complexe I, présente une perméabilité de transition atypique, insensible a la

CsA etau Ca2t(122).

2.7 Fo/F1 ATP-synthétase (ou complexe V de la chaine respiratoire).

Trés récemment, 1’équipe de Bernardi a mis en évidence le role majeur de la Fo/F1
ATP-synthase dans la transition de perméabilité (123). Leurs travaux suggeérent que ce
complexe de la chaine respiratoire puisse étre le composant principal du mPTP. Le réle de la
Fo/F1 ATP-synthétase est de convertir la force protomotrice générée par les complexes I, 11 et
IV de la chaine respiratoire en ATP. Ce complexe est constitué d’un transporteur spécifique
membranaire de proton (FQ), d’un domaine extrinséque hydrophile F1, coté matriciel, qui
supporte 1’activité catalytique de la FO/F1 ATP-synthétase et d’un "pont" qui relie ces deux
sous unités fonctionnelles appelé OSCP (oligomycin sensitivity binding protein). La Fo/F1
ATP-synthétase s’organise en dimere ce qui lui permettrait d’accroitre ses performances
catalytiques. En 2009, 1’équipe de Bernardi a montré que la Cyp-D pouvait se lier a ’OSCP
(124). Cette liaison diminue 1’activité ATP synthétase alors que la CsA restaure 1’activité

catalytique en déplagant la fixation de la Cyp-D a I’OSCP. L’absence d’effet de la CsA sur

I’activité de ’ATP synthétase a été vérifiée sur des souris Cyp-D-/_, suggérant que ce
phénomene est bien Cyp-D dépendant. Soumis a un stress calcique, les diméres purifiés de
Fo/F1 ATP-synthétase, forme un canal de conductance élevé (1 a 1,3 pS), indépendamment
de la Cyp-D, de ’ANT ou de VDAC. De plus, le fait que (1) le Bz-423 (un inducteur de la
perméabilité de transition qui se fixe spécifiquement sur ’OSCT) et les oxydants des thiols
favorisent la formation de ce canal a haute conductance, (2) les nucléotides (ADP et ATP)

inhibent cette ouverture et (3) que les monomeéres de la Fo/F1 ATP-synthétase ne présentent
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aucune activité de type "canal", suggérent fortement, que le mPTP est formé, par une
modification de conformation des diméres de I’ATPase, en présence de calcium. Cette

hypothése est consolidée par le fait que les autres facteurs de régulations reconnus du mPTP,

detaillés dans le paragraphe suivant, tels le pH matriciel, le Mg2 ou encore le Pi, sont

¢galement des régulateurs importants de I’ ATP synthétase.
2.8 L’ hexokinase

L’hexokinase est une enzyme cytosolique qui catalyse la réaction de phosphorylation des
hexoses sur leur sixiéme carbone. L’hexokinase est particuliérement importante pour le
métabolisme glucidique puisqu’il s’agit de la premiére enzyme de la glycolyse. Cette enzyme
ubiquitaire est présente dans la quasi-totalité des tissus (sauf dans le foie et le pancréas ou elle
est remplacée par la glucokinase). Elle joue un réle dans la régulation du mPTP, en partie via

le complexe qu’elle forme avec le VDAC.

3. Les facteurs régulateurs du mPTP

3.1 Le calcium

Le calcium est le principal inducteur de I’ouverture du mPTP, suffisant pour induire la
transition de perméabilité mitochondriale, qui peut étre inhibée par des chélateurs comme
I’EGTA. La quantité de calcium nécessaire pour ouvrir le mPTP, ou capacité de rétention
calcique, est le critére d’évaluation de la susceptibilité de la mitochondrie a ouvrir le mPTP.
Par ailleurs, il existe également une action indirecte du calcium sur le mPTP. Par exemple, le
relargage de I’acide arachidonique a partir des phospholipides et I’activation des calpaines

Ca?*-dépendantes sont des facilitateurs de 1’ouverture du mPTP.
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3.2 pH

L’acidose inhibe I’ouverture du mPTP comme montré par Haworth et Hunter (92).
L’effet protecteur de 1’acidose a été démontré sur des modeles in vitro et sur des cceurs

soumis a une IR.

3.3 Potentiel membranaire

Le mPTP se comporte comme un canal voltage dépendant. Ainsi une
hyperpolarisation favorisera un état fermé et une dépolarisation son ouverture. Le potentiel de
membrane pourait agir sur le mPTP en changeant la conformation de I’ANT. Il a également
¢été montré qu’un léger découplage de la mitochondrie était protecteur, par limitation de la
production de ROS et retard a I’ouveture du mPTP.

3.4 Phosphate inorganique

Le Pi est essentiel a I’inhibition de I’ouverture du mPTP. En présence de CsA il
désensibiliserait le mPTP face a une surcharge calcique. Le Cyp-D pourrait étre la cause de ce
double effet : lorsqu’elle serait présente, elle masquerait I’action inhibitrice du Pi en bloquant

son site de régulation sur le mPTP. A I’inverse, absence, le Pi pourrait inhiber ce pore.

3.5 Stress oxydant

Comme décrit précédemment, le stress oxydatif est un puissant activateur de
I’ouverture du mPTP. Il a ainsi ét¢é montré que I’administration de divers pro-oxydants
potentialise la sensibilité du mPTP a la surcharge calcique. Halestrap et al. ont montré que les

ROS augmentaient la probabiblité d’ouverture du mPTP en affectant la liaison de la Cyp-D a
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’ANT (125). Il semblerait que I’impact de ces ROS ne soit pas la méme selon leur
localisation. Les ROS matriciels induiraient 1’ouverture du mPTP en modifiant les

groupements thiols alors qu’une augmentation des ROS cytosolique pourrait étre protectrice.

3.6 Les ligants de I’ANT

Les nucléotides adényliques sont les premiers inhibiteurs du mPTP a avoir été
identifiés. L’ ADP est plus efficace que I’ATP. Les molécules qui sont connues pour diminuer

le stock de nucléotides adényliques favorisent I’ouverture du mPTP.

3.7 Le Complexe |

Le mPTP a la particularité d'étre modulé par un flux d'électrons par le complexe | (126).
Un réle spécifique lui a été suggeéré apres la déecouverte du potentiel inhibiteur de la roténone
sur le mPTP (121,127). L'inhibition de la transition de perméabilité par la roténone est
maximale dans les mitochondries qui expriment de faibles niveaux de Cyp-D, et ou la CsA
n’a que peu d'effet inhibiteur alors que l'inhibition par la CsA est maximale dans les
mitochondries avec des niveaux élevés d'expression de Cyp-D, ou la roténone n'affecte pas le
mPTP. Enfin, les tissus avec des mitochondries exprimant des niveaux intermédiaires de Cyp-
D sont sensibles a la roténone et a la CsA, avec effets additifs des deux inhibiteurs (121). La
probabilit¢é d’ouverture du mPTP est augmentée apres activation de la chaine respiratoire
mitochondriale par des subtrats du complexe I alors qu’elle est inchangée en présence de

subtrast du complexe I, 111 ou IV.
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4, Les conséquences de ’ouverture du mPTP

Il est maintenant largement admis que la dysfonction mitochondriale, et I'ouverture du mPTP,

joue un réle majeur dans I’étendue de la taille de I’infarctus lors de I’IR (Figure 13).

Relargage du Ca¥?* ————— f Ca?* cytosolique

f 7\ ¢

i - Ouverture du | ———>  Chute du AYm —_— \ ATP
T mpTP §

—> Relargagede NAD* 5| Hydrolyse et \ du NAD*

\ Gonﬂement\

mitochondrial \ Respiration f ROS

I

Relargage de cytochrome c et
protéines pro-apoptotiques

|

_ Perméabilisation de la membrane
externe de la mitochondrie

MORT CELLULAIRE

Figure 13: Conséquences de I’ouverture du mPTP durant I’ischémie-reperfusion. Lors de
stimulus tels que I’augmentation du Pi, du Ca?* des ROS ou de la diminution de I’ATP, il
existe une ouverture prolongée du mPTP. La membrane perd son imperméabilité, le potentiel
de membrane s’effrondre et il existe une hydrolyse de ’ATP. LA rupture des membranes est
entrainée lors du gonflement de la matrice, et un relargage de facteurs pro-apoptotiques s’en

suit. Adaptée de Di Lisa et al. (128)

Les changements fonctionnels et structurels de la mitochondrie lors de I’IR ont des

conséquences sur I’ensemble de la cellule, par I’ouverture du mPTP qui cause une soudaine
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augmentation de la perméabilit¢ membranaire de la mitochondrie au moment de la
reperfusion. La mesure directe de I’ouverture du mPTP dans le coeur perfusé a l'aide de [3H]
-deoxyglucose piégeage a confirmé que le pore reste fermé pendant I'ischémie mais s'ouvrait
au début de la reperfusion. Cela se produit lorsque le pH revient a la normale. L’ouverture du
mPTP est favorisée par la surcharge calcique, les concentrations élevées de Pi et les faibles
concentrations d’adénine nucléotides, qui sont des événements qui apparaissent lors de I'IR
(et décrit précedemment). La transition de perméabilité a comme conséquence un gonflement
de la matrice secondaire a une entrée d’eau (swelling), un effondrement du potentiel de
membrane (A¥m) et un découplage de la phosphorylation oxydative. La dissipation de ce
A¥m s’accompagne d’un arrét de la synthése d’ATP mais également de son hydrolyse par
I’ ATP synthétase qui se met a fonctionner en sens inverse. L’ouverture du mPTP est facilitée
par la liaison de la Cyp-D a la membrane interne de la mitochondrie, modulée par le Ca®* et le
Pi. La chute drastique du potentiel de membrane qui est I’inévitable premiére conséquence
d’une ouverture prolongée du mPTP est rapidement suivie par une déplétion en ATP et
NAD?, le relargage de I’accumulation de calcium et une rupture de la membrane externe,
conduisant a une fuite des protéines pro-apoptotiques. Lors de I’ischémie, malgré un
découplage de la chaine respiratoire, une augmentation du Pi, du Ca?* et des ROS, le mPTP
reste fermé, notamment antagonisé par ’acidose intra cellulaire. Mais dés la reperfusion, et
malgré une récupération du potentiel de membrane, 1’ouverture du mPTP est facilitée par le
retour a un pH physiologique ainsi que par accumulation de Ca?* et de ROS au sein de la
mitochondrie. Bien que site de formation des ROS, les fonctions mitochondriales sont
profondément altérées par le stress oxydant, principalement par leur lien avec le mPTP qui a
été décrit comme « ROS induced-ROS release ». En effet, les ROS facilitent I’ouverture du
mPTP qui elle méme favorise la formation de ROS en inhibant le flux d’électron via la chaine

respiratoire mitochondriale. L'importance de I'ouverture du mPTP dans la médiation de I'IR a
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été confirmée par la démonstration que l'inhibition de l'ouverture du mPTP par CsA effet
cardioprotecteur (129,130). L’utilisation de la sanglifehrin A (131) et des analogues de la
CsA tels que NIM811 (132) et Debio -025 (133), autres inhibiteurs de I’ouverture du mPTP
via leurs liaisons a la CypD, ont montré que cette action était indépendante de la propriété
immunosupressive de la CsA. L’utilisation des souris transgéniques, notamment des souris

knock-out Cyp-D, a permis de confirmer le réle de la CypD dans la néphroprotection (134).

IVV. Protection rénale par conditionnement.

Il est donc possible de limiter certaines conséquences néfastes de I’IR par des manceuvres
de protection, appelée conditionnement ischémique ou conditionnement pharmacologique,

dans le but de retarder I’ouverture du mPTP.

A. Le conditionnement ischémigue

L’intérét d’un conditionnement ischémique est de rendre un organe résistant a un long
¢pisode d’IR par une application d’un ou plusieurs épisodes transitoires d’ischémie avant ou
apres un épisode d’ischémie prolongee. Si cet épisode d’ischémie transitoire est réalisé avant
une ischémie prolongée, il s’agit d’un pré-conditionnement ischémique (PréCl), si cet épisode
d’ischémie transitoire est réalis¢ au moment de la reperfusion, il s’agit d’un post-
conditionnement ischémique (PostCl). Le conditionnement ischémique peut également étre

obtenu en pratiquant une ischémie de courte durée sur un autre organe du méme organisme
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(PréCl et PostCl a distance). Ces techniques de conditionnement ischémique partagent des

mécanismes communs de protection, que nous allons décrire (figure 14).
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Figure 14: Résumé des principales voies impliquées par le PréCl et le PostCl. Adapté de
Hausenloy et al. 2009 (135). Les mécanismes du PréCl et du PréCl a distance impliquent des
voies de signalisation comprenant des récepteurs de nombreux autocoides (tels que
adénosine, bradykinine, opoides) a la surface cellulaire, des kinases de signalisations et des
effecteurs situés au niveau mitochondrial. Le PostCl et le PostCl a distance empruntent des

voies similaires a celles du PréCl, au début de la reperfusion. Les voies nerveuses et/ou
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humorales semblent étre impliquées dans le conditionnement a distance reliant le rein aux

autres organes afin d’induire une protection.
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1. Le pré-conditionnement ischémique (PréCl)

L’efficacité du PréCl a été publiée pour la premiére fois en 1986 par Murry et al. (136) en
montrant que la réalisation de 4 cycles de 5 min d’occlusion de I’artére coronaire espaces de 5
min de reperfusion appliquée immédiatement avant une ischémie prolongée diminuaient la
taille de I’infarctus de 75% chez le chien. Le PréCl a ensuite été testé dans de nombreux
organes, tels que le cerveau, le foie, le rein, I’intestin gréle, le poumon (137-139).

L’efficacité de ce PréCl suit une cinétique bi-phasique avec une premiere fenétre de
protection (early preconditioning) qui débute immédiatement aprés la manceuvre de pré-
conditionnement et dure de 2 a 3 heures. Il s’ensuit une période de 12 a 24 heures durant
laguelle la protection cesse. Une deuxiéme fenétre (late preconditioning) de protection
réapparait pendant une durée s’étendant de la 24™ heure a la 72 heure aprés la manceuvre
de PréCl. Le PréCl peut étre obtenu également en pratiquant une ischémie de courte durée sur
un autre organe du méme organisme appelé PréCl a distance, que 1’on traitera dans une partie
indépendante.

Le PréCl rénal a été testé une dizaine d’années apres le PréCl cardiaque. Les résultats
du PréCl rénal obtenus ont montré un effet positif aussi bien in vitro (140) que in vivo (141).
Torras et al. sont les premiers a avoir testé le PréCl dans le rein avec succés (142). On
retrouve une protection chez le petit animal (le rat (141) et la souris (143)). Cette protection
est retrouvée dans des conditions d’ischémie chaude ou d’ischémie froide simulant une
transplantation (144). Cependant I’efficacité du PréCl chez le gros animal est débattue, avec
des effets plus variables chez le chien (145,146) et le porc (147-149). L’algorithme de PréCl
a une incidence importante sur la protection de 1’organe et pourrait expliquer ces différences

de protection. La protection apportée par le PréCI diminue plus on augmente le temps entre le
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conditionnement et I’ischémie (150). Le protocole du PréCl doit étre défini de maniére
précise et vérifiée. En effet, certaines études ont suggéré que de brefs cycles d’ischémie et de
reperfusion n’étaient pas efficaces pour protéger la fonction rénale (151). Toutefois, d’autres
études ont confirmé qu'il existe un effet protecteur du PréCl (152-154). Les écarts entre ces
différents résultats s’expliquent principalement sur la différence de timing dans le PréCl. Li et
al. ont montré que l'augmentation du nombre de cycles de PréCl (de 1 a 3) accélérait
I’amélioration de la fonction rénale montrant que la rapidité de récupération d’une diurése
optimale et d’un débit sanguin rénal est inversement proportionnelle au nombre de cycles
réalisés (146). Une méta-analyse des études animales dans le PréCl a été publiée en 2002 et a
pu répondre a la question d’efficacité (155). Cette revue a sélectionné 58 études montrant un
effet bénéfique global, avec une réduction de la créatinine plasmatique (HR 1,54 95% ClI
1,16-1,93), de I'urée de 1,42 (95% CI 0,97-1,87) et des Iésions histologiques (1,12 (95% ClI
0,89-1,35). Les facteurs influengant I’efficacité du PréCl étaient principalement le temps de la
fenétre de protection < 24h ou > 24h mais également I’espéce animale. Aucune différence

entre le PréCl ou le PréCl a distance n’a été observée dans cette méta-analyse.

2. Le post-conditionnement ischémique (PostCl)

Le post conditionnement ischémique (PostCl) consiste en I’application de bréves séquences
d’ischémie-reperfusion dans les suites d’une occlusion. Cette technique a été réalisée pour la
1°r fois en 2003, par ’équipe de Zhao et al. dans I’ischémie reperfusion cardiaque, montrant
une diminution de 40 % de la taille de I’infarctus chez I’animal (156). Le PostCl a été ensuite
translaté a d’autres organes. Il existe également un nombre limité de données dans le PostCl

rénal. Seulement 14 études ont été publiées sur le sujet, en comparaison des innombrables
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articles parus sur le coeur (157). La premiére étude ayant montre que le PostCl avait un effet
positif sur la fonction rénale a été publiée en 2007 par Swarc et al. (158) Cette technique a
permis de diminuer ’apoptose, la nécrose tubulaire aigiie, d’améliorer la fonction rénale
(159,160) et de diminuer la fibrose a 12 semaines post-ischémie (161). Le PostCl permet
aussi de diminuer I’inflammation et la peroxydation lipidique (162). Cet effet positif a été
montré dans plusieurs especes: chez le rat (160), la souris (158) et le chien (159) avec une
efficacité différente en fonction de I’algorythme du PostCl utilisé. 1l existe quelques essais
expérimentaux en transplantation dans le PostCl. Jiang et al. ont montré, dans un modéle
d’auto-transplantation chez le chien (mimant une ischémie chaude et froide) une amélioration

de la fonction rénale, en terme de créatinine et d’histologie (162).

3. Mécanismes de protection

Les mécanismes reconnus actuellement dans la protection apportée par le
conditionnement ischémique sont classés en 3 étapes : les inducteurs, les médiateurs et les
effecteurs. Cependant cette séparation n’est pas toujours aussi simple et certains composants
peuvent étre a la fois inducteurs et médiateurs. Les voies de signalisation décrites ci-dessous a
I’origine de la cardioprotection, et encore non completement élucidées a ce jour. A la
différence du PréCl, le PostCl ne cible que des événements survenant a la reperfusion mais
possede de nombreuses voies de signalisation communes au PréCl. Ces mécanismes
suspectés ne sont probablement pas exclusifs et il parait vraisemblable qu’un certain nombre
d’entre eux soient impliqués en méme temps et puissent agir de maniere synergique pour
protéger le(s) organe(s) cible(s). Il existe de trés nombreuses similitudes dans ces mécanismes

de protection entre le préCl et le postCl, que nous allons décrire conjointement (Figure 15).
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Figure 15: Schéma récapitulatif des voies de signalisations activées dans le pré et post-

conditionnement ischémique, d’aprés (163). Voies de signalisations du préconditionnement
ischémique dans le coeur. Akt: protéine kinase B ; ERK: Extracellular signal regulated
kinase ; GPRC: Récepteur couplé aux protéines G ; GSK3: glycogen synthase kinase 3 beta
; KATP: canaux K-ATP ; mPTP: pore de transition de perméabilité mitochondrial ; NO:
Oxyde nitrique ; PKC: Protéine kinase C ; RTK: Récepteur tyrosine kinase. Voies de
signalisations du postconditionnement ischémique dans le cceur : Akt: protéine Kinase B ;

eNOS: NO synthase endothéliale ; ERK: Extracellular signal regulated kinase ; GPRC:
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Récepteur couplé aux protéines G ; GSK3p: glycogen synthase kinase 3 beta ; IGF-1: Insulin-
like growth factor ; IL: Interleukine ; JAK: Janus kinase ; KATP: canaux K-ATP ; mPTP:
pore de transition de perméabilité mitochondrial ; NO: Oxyde nitrique ; NPR: récepteurs des
peptides natriurétiques ; p70S6K: P706S kinase ; PKC: Protéine kinase C ; ROS: Radicaux
libres de I’oxygene ; RTK: Reécepteur tyrosine kinase ; STAT: Signal transducers and

activators of transduction ; TNFa: Tumor necrosis factor a. ; TNF-R: Récepteur du TNFa ;

3.1 Les inducteurs

Les inducteurs les plus fréquemment cités dans la littérature sont I’adénosine, la
bradykinine et les dérivés opoides. Une attention particuliére a été accordée a I’adénosine en
tant qu’inducteur des lésions d’ischémie dans la littérature. L adénosine est un nucléotide
endogene, libérée en grande quantité quelques secondes apres le début de I'ischémie (146), se
fixant sur des récepteurs membranaires spécifiques et induisant une vasoconstriction (164).
Son accumulation au cours du PréCl peut déclencher une protection via l'activation de
récepteurs de 1'adénosine, dans le ceeur et dans le rein (165-168). Par ailleurs, la liaison des
opioides & leurs récepteurs conduit a la phosphorylation de ERK et de Akt, & une diminution
de I’apoptose et a une diminution du relargage du cytochrome ¢ dans le cytosol (169),
entrainant I’ouverture des canaux mitoKare et I’inhibition du mPTP (170).

Ces inducteurs agissent sur des récepteurs membranaires couplés a des protéines G. D’autres
inducteurs peuvent étre également cités, leur action étant indépendante d’un récepteur: les
radicaux libres de I’oxygeéne et le NO (171). Leur rble reste encore controversé et mal
compris. L’équipe de Vanden Hoek a montré que, in vitro, le PréCl génére une production de
radicaux libres au moment de I’induction et limite le stress oxydatif lors de la reperfusion

apres une ischémie prolongée (172,173). Enfin, le NO est I’inducteur actuellement le plus
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controversé, lié aux difficultés techniques de son analyse (174). Son réle semble cependant
démontré dans le rein (175). D’autres autacoides comme les peptides natriurétiques (ANP et
BNP), les facteurs de croissance (Insulin growth factor, transforming growth factor 15) et le
TNFa, pourraient jouer un rdle d’inducteur dans le postCI puisque [’activation
pharmacologique de ces kinases de survie, au moment de la reperfusion, peut diminuer de 40

a 50 % la taille de I’infarctus (176-178).

Ces mécanismes présentés ci dessus sont ceux qui résultent des études expérimentales
principalement étudiés dans le cceur. Cependant il apparait quelques différences entre le
mécanisme de protection du PréCI entre le ceeur et le rein. L’adénosine exogéne apparait étre
réno-protective, mais I’injection d’antagoniste de I’adénosine n’abolit pas 1’effet protecteur
du PréCl dans le rein (152,166). Par ailleurs, la bradykinine et les opiacés ne diminuent pas
les 1ésions d’IR dans le rein a I'inverse du myocarde. L’ion calcium pourrait également étre
impliqué dans I’induction de cette signalisation dans la mesure ou il est capable d’induire un
phénomene de pré-conditionnement lorsqu’il est perfusé en excés dans un modé¢le de
Langendorff chez le rat (179). De plus, le vérapamil, bloqueur des canaux calciques,
antagonise non seulement le pré-conditionnement par le Ca?* mais également le PréCl

conventionnel (180-182).

3.2 Les médiateurs

Les médiateurs sont principalement des protéines kinases. L’activation de certains

récepteurs membranaires couplés a des protéines G modulent la production d’AMPc tandis

que d’autres activent la phospholipase C, qui, a son tour active la protéine kinase C ou encore

la protéine kinase A (183). Cependant plusieurs études ont pu montrer que la voie RISK, la
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PKC (184) mais également ERK et Akt (185) jouent un rdle de médiateurs dans le PréCl, de

méme que iINOS (inducible Nitric Oxide Synthase) (171) et la heme-oxygénase (186).

a. Lavoie RISK (reperfusion injury salvage kinase)

Cette voie de signalisation est une association de kinases anti-apoptotiques, pro-
survivantes activée au moment de la reperfusion (187). Cette voie de protection a été
découverte par Yellon et al. dans le PostCl (188,189) mais est une voie commune entre le
PréCl et le PostCl (135,190,191). Les principaux composants de cette voie de signalisation
sont PI3K-Akt, INK et Erk1/2 (176). Tong et al. ont démontré le rdle de PI3K-Akt comme
une voie possible de protection du PréCI. Dans le ceeur isolé-perfusé, ils démontrent que le
PréCl induit la phosphorylation d’Akt et de sa cible sous jacente : GSK-3p (192).
L’activation de cette voie de signalisation conduit a I’inhibition de caspases (193) et du
relargage du cytochrome c (194), ainsi qu’a I’inhibition de I’ouverture du mPTP. L’activation
pharmacologique de ces kinases de survie, au moment de la reperfusion, peut diminuer de 40

a 50 % la taille de I’infarctus (176).

La glycogen synthase kinase-3p (GSK-3B) impliquée dans cette voie RISK est une
sérine thréonine kinase de 47 kDa dont le nom vient de sa capacité a phosphoryler et inactiver
la glycogen synthase, une enzyme finale de la voie du glycogéne. La GSK-3f3 est une enzyme
centrale dans un grand nombre de voies de signalisation et un important régulateur de
plusieurs facteurs de transcription. Elle contréle plusieurs processus extra métaboliques
perturbés dans I’ischémie, telle la dynamique du cytosquelette, I’expression génique, la
prolifération et ’apoptose (195-197). La GSK-3B régule également la voie apoptotique

intrinseque mitochondriale par sa capacité a activer Bax, une protéine pro-apoptotique,
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constitutionnellement exprimée dans la cellule, en la phosphorylant (198).La phosphorylation
de la GSK-3p entraine son inhibition et permet une cardioprotection en inhibant le mPTP
(199) par son action sur ’ANT (200). Plusieurs ¢études suggérent que 1’inhibition de la GSK-
3B préserve de la dysfonction d’organes aprés ischémie cérébrale (201), cardiaque (202) et
hépatique (203). Au niveau cardiaque, une forme mutée de souris GSK-3B, non
phosphorylable, n’est pas protégeable par un PostCI, suggérant que I’inhibition de la GSK-3p3
est nécessaire au fonctionnement du PostCl (202). Au niveau rénal, il a été montré que
I’inhibition de la GSK-3 pouvait réduire I’apoptose dans un modele d’ischémie reperfusion
rénale (204). Howard et al. montrent en effet que le rein semblerait avoir la capacité a inhiber
’activité de la GSK-3[ pour réduire les lésions tubulaires, mais cette inhibition ne semble pas
suffisante pour protéger la souris contre une agression severe de 1’épithélium tubulaire (205).
Les cellules tubulaires GSK3B-KO ont non seulement une diminution de leurs lésions
tubulaires, mais également une accélération de la régénération de ces tubules. La voie RISK
apparait donc comme une voie fondamentale dans la protection myocardique, et également
rénale.

De récentes études suggeérent que cette voie n’est pas la seule a étre sollicitée. Selon
les especes il semble que d’autres voies de signalisation soient impliquées dans la protection

induite par le PréCl et le PostCl.

b. La voie SAFE (survivor activating Factor Enhancement)

Plus récemment une autre voie de signalisation : SAFE a été décrite comme étant une
voie de protection indépendante de la voie RISK, impliquant le TNFa et JAK-STAT

(206,207). Cette voie est médiée par la fixation de cytokines sur leurs récepteurs
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membranaires activant une cascade de signalisation convergeant vers le noyau, entrainant la
transcription de protéines impliquées dans divers processus cellulaires et notamment la
cardio-protection. L’inhibition pharmacologique, ou la neutralisation génétique d’une
composante de la voie SAFE, conduit a I’abolition des effets de cardio-protection dans le
PostCl. Le TNFa, a faible concentration, pourrait étre un des inducteurs de cette voie. Apres
fixation a son récepteur, il activerait JAK (JanusKinase), qui a son tour phosphorylerait le
facteur de transcription STAT3. La translocation de STAT3 au noyau conduirait a la synthese
de facteurs cardioprotecteurs. Cependant les souris knock-out pour STAT3 sont

postconditionable, suggérant que cette voie n’est pas la seule impliquée.

La voie RISK et la voie SAFE semblent toutes deux converger vers la mitochondrie

pour exercer leurs effets cardioprotecteurs.

c. Les MAP kinase et autres

Les MAPK sont divisées en sous famille : ERK, JNK, p38, qui semblent chacun jouer
un role dans le PréCl (208,209). L’activation de ERK est controversée dans le PréCl et
semble étre espéce dépendante (210). L’activation de JNK et p38 réduit la taille de I’infarctus
chez le lapin, le porc et le rat (211-213). Cependant JNK et p38 qui ont un rdle important
dans le PréCI semblent avoir un role délétére dans le PostCl (214). D’autres kinases telles que
les protéines kinases C, particulierement 1’isoforme PKC-g, la sphingosine kinase et la

protéine kinase G ont également un réle, non encore parfaitement compris.

3.2 Les effecteurs

a. MitoKaTp
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De nombreuses études dans la littérature impliquent le mitoK oTp comme un médiateur de la

voie de signalisation lors du PréCl.

Hausenloy et al. ont montré que 1’administration d’un inhibiteur du mitoKaTp (5-

hydroxydecanoate) au moment de la reperfusion myocardique abroge les effets de protection

du PreCl (215), suggérant que 1’ouverture du mitoKaTp a la reperfusion contribue a la
cardioprotection. Certains travaux suggérent également que les mitoK oTp pourraient agir en

amont du mPTP (216). Des études expérimentales (217,218) sont contradictoires quand a

I’inhibition pharmacologique des mitoK oTp et de leur protection puisque une autre étude a

montré que 1’ouverture des mitoK oTp entrainerait 1’inhibition de 1’ouverture du mPTP (220).

Dans le rein, la présence de mitoK oTp a été suggerée par Cancherini et al. (221) mais
leur réle est également controversé : Certains activateurs du mitoK oTp protegeraient contre
I'IR (222), certains inhibiteurs du mitoK poTp protégeraient également contre les 1ésions d’IR

(223). 1l a été montré que le Levosimendan, ou le Nicorandil, des molécules ouvrant le canal

mitoKaTp, préviennent la survenue d’une IRA (222,224). Nilakanta et al. ont comparée
I’effet d’un inhibiteur (5-hydroxydecanoate (5-HD)) et d’un activateur du mitoKATp

(diazoxide) sur des cellules du tubule proximal de 2 espéces différentes : le rat et le porc. Le
diazoxide atténue la cytotoxicité de 1’hypoxie-réoxygenation sur les cellules des 2 especes.

L’administration d’un inhibiteur du mitoK ATp protége également les cellules de porc (LLC-

PK1) alors qu’elle aggrave les 1ésions d’hypoxie-reoxygénation dans les cellules de rat. Dans

un modele de rein isolé-perfusé, il a éte montré que les mitoK o Tp étaient activés lors de I'TR

(225) . Tan et al. ont de leur coté mis I’accent ’amélioration du dommage de I’ADN

mitochondrial par le PostCl, annihilé aprés I’injection d’un inhibiteur des mitoK ATp (226)
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Cependant, malgré toutes ces démonstrations, il n’y a pas de preuve certaine de 1’existence

des mitoKATP .

b. Le mPTP

L’ouverture du mPTP, qui a lieu au moment de la reperfusion, est le plus sérieux candidat
au role d’effecteur final du PréCl et du postCl (227). L’équipe d’Ashraf ont été les premiers,
en 2001, a suggérer que le mPTP puisse étre 1’effecteur du pré-conditionnement sans apporter
de preuve expérimentale directe (228). L’année suivante Hausenloy et al. ont montré, sur un

modele de cceur isolé/perfusé, que 1’effecteur du PréCl pourrait étre le mPTP (216).

Le role essentiel du mPTP dans la physiopathologie de la reperfusion myocardique repose
sur essentiellement deux caractéristiques. D’une part, les conditions de son ouverture
(accumulation de calcium mitochondrial, un stress oxydant, une restauration du pH, une
concentration d’ATP basse et ¢levée de phosphates) sont également retrouvées a la
reperfusion. D’autre part ’inhibition du mPTP ou I’IR chez des souris transgéniques d’un
composant du mPTP permet une meilleure protection. Plusieurs études rapportent que son
réle est déterminant dans la mort cellulaire. 1l a été montré que le PréCl et le traitement par le
diazoxide inhibent I’ouverture du mPTP en réponse a un stress oxydant. Juhaszova et al. ont
montré que le PréCI permettait I’inhibition de I’ouverture du mPTP par I’intermédiaire de la
phosphorylation de GSK3-p (229). Cette méme équipe a egalement montré que le PréCl
provoque une inhibition du mPTP, qui peut étre objectivée par la mesure de la captation de

3H-DOG par les mitochondries de cceurs préconditionnés (230). Dans notre laboratoire,

Argaud et al. ont montré pour la premiere fois, sur un modele d’infarctus du myocarde chez
le lapin, que le PréCI limitait la nécrose myocardique en inhibant I’ouverture du mPTP

induite par une surcharge calcique (231). A c6té de ce role d’effecteur, Hausenloy et al. ont
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montré que le mPTP pourrait également intervenir au moment de la phase d’induction du
PreCl (232). En effet, ces auteurs ont mis en évidence une possible ouverture transitoire du
mPTP qui participerait a la médiation du signal protecteur en modulant la production de ROS.
Ces observations ont été confirmées par la méme équipe en utilisant des souris transgéniques

knock out (KO) pour la Cyp-D (233).

Dans le rein, trés peu d’études ont cependant montré le role déterminant du mPTP, en
préCl ou en postCl. Les principales études ont été réalisées in vitro. L’équipe de Weinberg
montre en effet une augmentation de la CRC dans les tubules des souris Cyp-D KO (234).
L’injection de SiRNA du géne de la Cyp-D a également permis de montrer une protection
cellulaire contre les Iésions d’hypoxie/réoxygénation (235). Felkamp et al. ont mis en
évidence une ouverture plus précoce du mPTP (236). Zhang et al. ont montré 1’implication du

MPTP et des canaux mitoKarp dans le postCl toujours in vitro (170).

Les études in vivo ont permis de montrer une amélioration de la fonction rénale des
souris Cyp-D KO lors d’un épisode d’IR (134,234). Servidio et al. ont également montré
I’impact de I’ischémie sur la respiration mitochondriale, ainsi que I’efficacité du PostCI dans
I’amélioration de la respiration a 24h de reperfusion (160). In vivo, aucune étude n’a
démontré jusqu’a présent le role du mPTP dans la néphro-protection contre les lésions d’IR

par mesure de la rétention calcique.

4. Applications clinigues

4. 1 Le préconditionnement ischémique

En 1993, la translation du PréCI de I’animal a la clinique a été débutée (237). Depuis, de

nombreux essais cliniques ont été publiés, que ce soit au niveau cardiaque, pulmonaire,
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hépatique, (238) et cerébral. Cependant il n’existe actuellement aucune étude ayant démontré le
role du PréCI dans I’ischémie reperfusion rénale. Il y aurait pourtant un potentiel important
pour le PréCl a améliorer la fonction rénale post greffe, actuellement une telle étude a été
uniquement validée chez le cochon en association avec des traitements immunosuppresseurs

(244).

4.2 Le Postconditionnement ischémique

Actuellement aucune étude clinique n’a été encore réalisée pour limiter les Iésions d’IR en

transplantation.

5. Le pré et post-conditionnement ischémique a distance

5.1 Modalités et mécanismes

Le pré ou post conditionnement a distance sont également des techniques de
conditionnement ischémique introduites par Przyklenk dans le début des années 1990 (239),
aprés avoir observé que de bréves occlusions de I’artére coronaire circonflexe, réalisées avant
une occlusion de I’artére inter-ventriculaire antérieure, diminuait la taille de 1’infarctus. Ce
conditionnement a ensuite ét¢ étendu a une série d’expérimentation chez le rongeurs,
montrant notamment qu’une faible ischémie rénale permettait une protection contre
I’infarctus du myocarde (240). Un article publié en 2011 montre une efficacité chez le rat, par
un clampage/déclampage en pré ou en post reperfusion de D’artere fémorale, avec une
efficacité sur la fonction rénale (241). Il y a maintenant de nombreux résultats montrant que
chez, I’animal, I’ischémie transitoire de certains tissus induit une protection dans de

nombreux autres organes (242,243).
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Comme pour le préCl ou le postCl, les mécanismes de protection du pré et post
conditionnement ischémique a distance ont principalement été étudiés dans le cceur. Il a été
montré que certains des mécanismes impliqués dans le conditionnement a distance pourraient
étre similaires a celui du PréCl (244,245). L’hypothése du mécanisme du conditionnement a
distance est multiple, impliquant des médiateurs inflammatoires, neuronaux et humoraux, qui
peuvent varier selon le type de stimulus et interagir avec les autres (246). Les protéines
kinases ont un réle clé dans la transduction du signal et sont le point de convergence des
inducteurs tels 1’adénosine, la bradykinine et 1’opoide (247). Le concept actuel suggere
qu’'une activation des cascades de signalisation par la phosphoinositide 3-
kinase/ Akt/NOS/Phospho kinase G, aboutit a I'ouverture des canaux mitoKartp (190,248),
eux-mémes limitant I'ouverture du mPTP, et permettant une nette amélioration de la survie

des cellules.

5.2 Applications cliniques

Le pré-conditionnement a distance a montré une réduction significative des lésions
myocardiques chez les patients ayant eu un pontage coronarien. Une méta-analyse récente
résume les essais controlés-randomisés dans le PréCl a distance pour prévenir 'IRA apres
des interventions de chirurgie vasculaire ou cardiaque (177). Dans cette méta-analyse, 13
essais randomisés ont été analysés, comportant au total 1334 patients. Ces études
comportaient 3 études avec chirurgie vasculaire, 3 études avec coronarographie, 7 études avec
chirurgie cardiaque (177). Les résultats montrent un risque d’IRA dans les groupes avec
préconditionnement a distance plus faible (RR 0.70 ; 95% CI ; 0.48-1.02 ; p=0.06) mais non
statistiguement significatif. Cependant différentes définitions de I’IRA étaient portées dans

ces 13 articles. Il n’y avait pas de différence significative dans I’instauration de la mise en
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dialyse dans les 2 groupes (RR1.51, 95% 0.66-3.4; p=0.3) ni dans la mortalité intra

hospitaliére.

Actuellement 3 essais cliniques pour 'utilisation du préClI a distance sont en cours en
transplantation rénale : RIPCOT (Remote Ischaemic Preconditioning In Abdominal Organ
Transplantation), RIPNOD (Remote Ischaemic Preconditioning in Neurological Death Organ

Donors) et REPAIR (Renal Protection Against Ischaemia Reperfusion in Transplantation).

Le PostCl a distance a été testé dans environ 30 essais cliniques dans les 8 derniéres
années, la plupart dans le ceeur avec une majorité d’études positives. Il n’y a pas d’étude
clinique dans le rein et le PostCl a distance. Seulement 2 essais cliniques ont été entrepris en
pédiatrie avec de faibles participants ayant une tétralogie de fallot, montrant un clampage
aortique intermittent. Ces essais ont démontré une cardio protection mais n’ont pas montré de

différence dans la survenue d’un événement rénal.

Une étude pilote est en cours qui étudie le role du postconditionnement a distance.

B. Le conditionnement pharmacologique par la ciclosporine A

Le préCl et le postCl pouvant étre invasifs, il était logique de pouvoir proposer un
préconditionnement pharmacologique ayant une action sur le mPTP. La CsA, inhibiteur de ce

mPTP, a donc été testée dans 1’IR cardiaque.

1. Pharmacologie

La ciclosporine A (CsA) a été découverte dans les années 70 et a permis un

changement radical dans la survie des greffons (249). Sa biodisponibilité est trés variable,
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essentiellement a cause des variabilités interindividuelles de 1’absorption intestinale. Dans le
plasma, 90% de la CsA est liée aux protéines. Le métabolisme de la CsA est principalement
hépatique, via le systéme du cytochrome P450 et sa demi-vie entre 6 et 9 heures (250).
L’efficacité thérapeutique de la CsA a pu étre montrée en 1981 avec la publication d’une
étude européenne multicentrique comparant les taux de survie a un an des greffons rénaux
(taux de survie du greffon de 72% dans le groupe recevant la CsA versus 52% dans le bras
recevant I’association azathioprine stéroides) (251). Parallelement, il a été mis en évidence
une nephrotoxicité de la CsA (100,252) .

Toutefois, son utilisation reste majoritaire dans le domaine de la transplantation malgre les
problemes d’interactions médicamenteuses, de la néphrotoxicité importante et des risques de

cancers et de lymphomes.

2. Meécanismes d’action

La CsA se lie a différentes cyclophilines. Par sa liaison a la cyclophiline A (Cyp-A),
la CsA a une action immunosupressive (253). Le complexe CsA-CypA inhibe la calcineurine,
une sérine thréonine phosphatase calcium/calmoduline dépendante, au niveau cytoplasmique.
La calcineurine intervient dans la déphosphorylation du facteur nucléaire des lymphocytes T.
Elle est a I’origine de I’activation de la transcription du géne codant pour IL-2. L’inhibition
de la calcineurine par le complexe CsA-CypA a donc pour conséquence une réduction de la
transcription du gene codant pour IL-2, principal événement a 1’origine de la modulation de la
réponse immunitaire par la CsA. Cependant, il a également été démontré que la CsA activait
certains récepteurs de type Toll (Toll-Like Receptor, TLR) et le TNF-a, eux-mémes a

’origine d’une activation du systéme immunitaire inné.
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Par sa liaison a la Cyp-D, la CsA empéche la modification de conformation de 1’adénine
nucléotide translocase (ANT) a I’origine de 1’ouverture du mPTP (Figure 16). En effet, in
vitro, les cellules inactivées pour le géne codant pour la Cyp-D ont un retard a 1’ouverture du
mMPTP et une diminution de la mort cellulaire induite par les ROS ou par la surcharge calcique
(234). In vivo, les souris CypD déficientes ont une taille d’infarctus du myocarde diminuée et
une fonction rénale spontanément améliorée apres une IR par rapport aux souris wild type

(134).

3. Toxicité rénale

La CsA, contrairement au cceur, a une toxicité rénale aiglie et une toxicité chronique
(254). Nous nous sommes focalisés sur la toxicité aigiie puisque dans nos expérimentations
nous n’injectons qu’une seule dose de CsA. Cette toxicité aigiie est dose dépendante (255) et
réversible avec la réduction des posologies (251). Perico et al, en perfusant des doses
croissantes de CsA par voie IV (10, 20 et 50 mg/kg) montrent que les modifications
hémodynamiques sont doses dépendantes sur un rein isolé perfusé, avec une diminution
croissante de la perfusion rénale et une augmentation des résistances vasculaires (256).
L’injection de doses croissantes de CsA (de 0 a 100 mg/kg/j) a des rats SH induit une toxicité
a partir de 20 mg/kg/j. A la dose de 20 mg/kg, Benigni et al. montre une chute du débit de
filtration glomérulaire et du débit sanguin rénal (257). Racusen et al. ont montré qu’une
injection IP de 60 mg/kg de CsA faisait chuter le débit sanguin rénal de 24% (258). La CsA
induit une vasoconstriction de I’artériole afférente glomérulaire (259), résultant en une
diminution du débit sanguin rénal (260,261) et du debit de filtration glomérulaire en

administration chronique (257,262). Cette action hémodynamique de la CsA est en effet
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induite par la vasoconstriction des artérioles afférentes et efférentes, elle-méme secondaire a
I’augmentation de facteurs vasoconstricteurs tels que 1’endothéline ou le thromboxane et a la
réduction de facteurs vasodilatateurs tels que la prostaglandine E2, la prostacycline et le NO
(263,264). La CsA injectée a la dose de 100mg/kg /j entraine une altération de 1’épithélium
tubulaire 3 jours aprés le début de ’administration avec persistance de lésions artériolaires 10
jours apres I’injection (265). L’effet hémodynamique semble apparaitre 10 min aprés une
injection de CsA, des la dose de 10 mg/kg pour revenir a son état de base 30 min apres, avec
une diminution beaucoup plus longue dans les doses plus élevées. Abraham et al. ont étudié
I’hémodynamique intra-rénale en immergeant un rein dans un bain avec de la CsA, et ont pu
observer une vasoconstriction et une diminution du débit sanguin pré-glomérulaire (259). Le

vehicule (cremophor) a un trés faible effet sur I’hémodynamique intra rénale.

Chez I’homme, Heine et al. ont montré que les index de résistance mesurés par doppler
n’étaient pas modifiés aprés administration chronique de CsA (266). Covic et al. ont
également montré que la pression artérielle n’était pas modifiée 2h aprés I’administration per
os de CsA sans augmentation des résistances artériolaires au doppler ni modification de la
rigidité artérielle (267). 1l est intéressant de noter que les 2 études qui ont utilisé la CsA dans
des essais cliniques n’ont pas montré de toxicité rénale, pour des doses de 2,5 mg/kg injectées
a la reperfusion (268,269). Notons qu’il existe par ailleurs des molécules non
immunosuppressives, en particulier le NIM-811 (N-Methyl-4-isoleucine cyclosporin) (270) et

le Debio-025, dont les effets mitochondriaux sont comparables a la CsA (271).

4. Conditionnement par la CsA dans le coeur

88



L’effet cardioprotecteur de la CsA a été découvert pour la 1°¢ fois sur des
cardiomyocytes en culture (129). De tres nombreuses études ont pu montrer dans les suites
une diminution de la taille de I’infarctus aprés injection de CsA (104,272,273) mais
également un effet positif chez I’homme (268). Il a également été montré que la CsA peut
limiter les marqueurs de néecrose cardiaque mais également améliorer la pression du
ventricule gauche (130). Cette protection indépendante de son action immunosuppressive a

pu étre montré par I’équipe de Di Lisa (274).

La CsA peut étre injectée avant ’ischémie mais également juste a la reperfusion avec des
effets a chaque fois protecteurs (275). La CsA a méme été utilisée dans un essai clinique dans
la prise en charge de I’infarctus du myocarde, avec un succes en terme de limitation de
nécrose myocardique, a la fois par la diminution des marqueurs de nécrose mais également
par diminution de la taille de I’infarctus mesurée a I’IRM (268). De nombreuses études ont
souligné le r6le de la CsA dans la prévention des 1ésions d’IR, qu’elle soit donnée avant
I’ischémie ou & la reperfusion, dans différents modéles d’organes et sur des espéces animales

diverses (130,276-278).

5. Conditionnement par la CsA dans le rein

La problématique de la vasocontriction rénale explique le nombre trés limité d’études sur
la protection de la CsA dans I’IR rénale. In vitro, Feldkamp et al. ont montré une protection
de la CsA sur le potentiel de membrane mitochondriale aprés hypoxie-réoxygénation,
seulement en présence d’ADP et de magnésium (279). In vivo, Yang et al. ont montré que
I’administration de la CsA injectée 6 heures avant 1’ischémie permettait de protéger la
fonction rénale (280). Une autre étude a montré une protection de la CsA par diminution de

I’apoptose (281). Cependant la protection obtenue par la CSA in vivo dans le rein n’a jamais
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été reliée a une inhibition du mPTP. Yang et al. ont montré que la CsA entrainait une
surexpression de I’HSP70. Par ailleurs, Singh et al. ont utilisé un inhibiteur de ’HSP70
(Quercetin) injecté 2h avant la CsA et ont inhibé les effets de protection de la CsA, concluant

a I’effet protecteur de ’HSP70 via son induction par la CsA (282).
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6. Role de ’HSP70 dans la protection cellulaire

6.1 Définition

L’HSP 70 fait partie de la grande famille des Heat Shock Protein (HSP). Ces HSP
appartiennent a une classe de protéines trés conservees. Cette famille de protéines a été
initialement découverte en 1962 par Ferrucio Ritossa en raison de leur inductibilité par la
chaleur (283). L’HSP70 porte son nom en regard de son poids moléculaire. C’est une
puissante protéine anti-apoptotique jouant un réle fondamental dans le repliement correct des
protéines synthétisées. Les Heat Shock Protéines sont également capables d'activer des voies
de signalisation cellulaire en inhibant I’apoptose caspase dépendante. Il existe plusieurs
HSP70 différentes en fonction des compartiments : HSP70 sous forme cytoplasmique
constitutive, la forme inductibe iHSP70 (celle sur laquelle nous agissons lorsqu’est injecté de
la CsA), une forme mitochondriale mtHSP70, et une HSP70 localisée dans le réticulum

endoplasmique appelée GRP78 (284).

6.2 HSP70 et ischémie-reperfusion

L’HSP70 a un rdle cytoprotecteur décrit a la fois in vitro que in vivo (285) (figure 17).
L’HSP70 est connue pour réguler I’apoptose en diminuant certaines protéines pro-
apoptotiques, notamment en augmentant le taux d’une protéine anti-apoptotique : la Bcl-2
(286). L’effet cytoprotecteur induit par I’HSP70 inductible est associé a une diminution de la
production de ROS, et la préservation des complexes mitochondriaux, de I’état 3 de la

respiration, du potentiel de membrane, et de la formation d’ATP pendant le stress. La
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surexpression de I’HSP70 dans les cellules épitheliales intestinales prévient 1’apoptose induite

par I’hypoxie-réoxygénation

Dans le ceeur, la surexpression de ’HSP70 chez des souris transgéniques diminue de
40% la taille de I’infarctus (288). Dans le rein, in vitro, ’HSP70 agirait également sur la
cellule tubulaire en permettant le maintien de la polarité cellulaire, par le maintien de
I’ancrage de la pompe Na/K*ATPase au cytosquelette (289). D’autre part, I’inhibition de
I’HSP70 par un SiRNA dans une culture cellulaire diminue la protection de 1’hypoxie-
réoxygénation avec augmentation de production de ROS au niveau cellulaire. Par ailleurs, in
vivo, le rat brown norway, qui exprime d’avantage d’HSP70, est naturellement plus résistant a
I’IR rénale (290). Plusieurs études expérimentales ont pu montrer I’effet protecteur de
I’HSP70 en préconditionnement dans le rein, études résumées dans le tableau 2 (287). De
plus, 'importante mortalité des souris HSP70 KO” (75% aprés 72h de reperfusion d’une
ischémie de 25 min, 25% pour les souris 7+ et aucune mortalité pour les souris wild type) met
également en évidence le role de cette protéine dans la protection cellulaire.

Plusieurs hypothéses sont proposées pour expliquer le réle de ’HSP70 dans la
protection cellulaire. L’HSP70 serait un médiateur dans I’activation de 1’autophagie (291).
Un autre mécanisme de protection de ’HSP70 déja décrit serait un role d’inactivation de la
GSK3p (non phosphorylée). Wang et al. ont démontre que la protection de 'HSP70 contre
IR était médiée par 1’inhibition de Bax, une protéine pro-apoptotique (292) et par la
préservation de Bcl-2 (protéine anti-apoptotique). Cette inhibition de Bax serait médiée par
I’inactivation de Akt et par inhibition de GSK3p active (c.a.d. diminution de la quantité de P
sur la ser ° de la GSK3B) (293). Les mémes résultats ont été retrouvés in vitro. Par ailleurs, il
a ¢ét¢ démontré¢ dans le ceeur que la GSK3B régule le mPTP par sa liaison a ’ANT, en

diminuant la possibilité & la Cyp-D de se transloquer au mPTP. Certaines études ont montré
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que P-GSK3p permettrait de diminuer les lésions d’ischémie reperfusion avec une relation

inverse entre taille de I’infarctus et I’expression de la P-GSK3p (202).

Auteur Année Espéces Stimulus ref

Perdrizet 1993 Porc Chaleur (294)
Redaelli 2001 Rat Chaleur (295)
Yang 2001 Rat Arsenite (296)
Yang 2001 Rat CsA (280)
Redaelli 2002 Rat Chaleur (297)
Yang 2003 Rat EPO (298)
Suzuki 2005 Rat GGA (299)
Jo 2006 Rat Chaleur (300)
Fuller 2007 Rat Glutamine (301)
Harrison 2008 Souris HBA (302)
Zhang 2009 Rat Glutamine (293)
Yeh 2010 Rat PréCl (303)
Wang 2011 Souris GGA (292)

Tableau 2: Liste des publications traitant de I’IR et ’'HSP70. Modéle de protection dans
I’ischémie reperfusion par surexpression de 'HSP70.EPO : érythropoétine, GGA :

Geranylgeranylacetone HBA : inhibiteur de ’HSP90, PréCl préconditionnement ischémique.
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5.3 Association HSP70/HIF-1 o

L’hypoxia inductible factor 1 (HIF-1a) est un facteur de transcription hétérodimere
qui permet de synthétiser les protéines nécessaires a un tissu dépourvu d’oxygéne. HIF-1a
s’accumule rapidement pendant I’hypoxie mais est rapidement dégradé dés la réoxygénation.
En cas d’hypoxie, HIF-1a se dimeérise avec HIF-1p et se transloque au noyau entrainant la
transcription de nombreux genes. Ces génes incluent notamment HSP70, Bcl2, ’EPO et le
VEGF (304). L’HSP70 est nécessaire a la stabilisation de HIF-la et ainsi évite sa
dégradation. Une fois synthétisé, HIF-1a régule négativement I’expression du complexe pro-
apoptotique Bax/Bid (305) permettant une diminution de la mort cellulaire, soit par apoptose
(voie caspase dépendante), soit par 1’autophagie (voie Beclin-1/LC3). De plus, Yeh et al. ont
montré dans le rein qu’un PréCI augmentait ’expression rénale d’HSP70, protégeant ainsi la
cellule des Iésions de I'IR, par une diminution de I’apoptose et de I’autophagie selon une voie
HIF-1a. dépendante (303). L’hypoxie dans le préCl activerait donc HIF-1a, qui a son tour
induirait la transcription d’HSP70 par la voie de signalisation PI3K/Akt. Cette voie de
signalisation est en effet nécessaire a la stabilisation de HIF-1a par surexpression de
I’HSP70 (306). La surexpression de HSP70 permettrait donc ensuite une diminution de la

dégradation de HIF-1a.
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Hypotheses et objectifs de

travail.
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Le role de la CsA dans la cardioprotection est aujourd’hui bien établi. De plus, les
mécanismes qu’elle fait intervenir a cet effet ont été largement étudiés. Cependant, son
utilisation au niveau rénal reste controversée. En effet, la CsA induit une vasoconstriction et
une néphrotoxicité chronique. Trés peu d’études montrent un effet bénéfique de la CsA au
décours d’une ischémie-reperfusion rénale. Dans ces études, la CsA est utilisée 6h avant
I’ischémie, a de faibles doses (3 mg/kg) (307). Par ailleurs, les effets de la CsA en pre et post-
conditionnement sur la respiration mitochondriale et le mPTP n’ont été que trés peu étudiés
lors de situations d’ischémie-reperfusion rénale. Enfin, les rares études ayant montré un role
de ’HSP70 via le pré-conditionnement & la CsA dans la néphroprotection, ne prennent pas en

compte le phénoméne de transition de perméabilité.

L’hypothese de ce travail est que la CsA, utilisée en préCl immédiat ou postCI, protege la

fonction rénale lors d’une IR.

Devant cette problématique, les objectifs de notre travail expérimental étaient de:

1) Développer un modeéle murin d’ischémie-reperfusion rénale.

2) Tester des modalités d’injection de la CsA différents par rapport aux études

antérieurement publiées sur la protection rénale.

3) Confirmer le role de I’inhibition du mPTP dans la néphroprotection par un

conditionnement a la CsA.

4) Tester le role de la CsA sur I’'HSP70 en lien avec la fonction mitochondriale dans

I’ischémie —reperfusion rénale.
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| - Le modele animal

A. Ethigues

Les expérimentations animales ont été réalisées en conformité avec les textes
réglementaires francais (décret n°2001-464 du 29 mai 2001, et décret n°2001-486 du 06 juin
2001) et les recommandations de I'INSERM (septembre 2002) relatifs a I’expérimentation
animale et la protection des animaux de laboratoire. L’ensemble des procédures de ce travail
a été approuvé par le comité d’éthique de I’Université Claude Bernard Lyon Est (BH2012-

81).

B. Protocole chirurgical

Les souris C57BL6 utilisées sont dgées d’environ 10 a 12 semaines, et pésent autour de
22,6 + 1,6 g. Elles sont anesthésiées par une injection intra péritonéale de xylazine (5 mg/kg,
Rompun, Bayer, Puteaux, France) et de Kétamine (100 mg/kg, imalgene 1000, Acyon,
Melan, France). Afin d’éviter la douleur, de la bupremorphine (0.075 mg/kg, vetergesic,
Sogeval, Laval, France) est également injectée avant 1’anesthésie en intra péritonéale. Les
souris sont ensuite intubées par un cathéter de 22 gauge et ventilées mécaniquement par un
respirateur adapte (Minivent, Harvard Apparatus®, March, Germany) avec un volume de 150
uL, et une fréquence de 140/min. La température corporelle des animaux est monitorée via un
thermometre rectal et maintenue & 37-38°C a I’aide d’une couverture chauffante. La veine
jugulaire externe est dissequée pour les injections nécessaires lors du conditionnement

pharmacologique. Ensuite toutes les souris ont une laparotomie avec une néphrectomie droite.
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Excepté les sham, les souris ont un clampage de I’artére gauche de 30 min avec un micro
clamp (Roboz Surgical Instruments, Washington, DC). L’ischémie peut étre visuellement
contrélée. De méme aprés déclampage, la reperfusion peut étre contrélée visuellement. Les
souris sont enfin toutes hydratées par 1 mL intra péritonéal Nacl 0,9%. Elles sont ensuite
sacrifiées a 20 min ou 24h de reperfusion. Un prélevement sanguin périorbitaire est réalisé
juste avant le sacrifice. A la fin de la reperfusion, les souris sont endormies par le méme
protocole avant d’étre sacrifiées. Le rein gauche est ensuite préleve, utilisé pour I’histologie,
pour I’analyse de mitochondries fraiches ou pour congélation a -80°C et analyses ultérieures.

La pression artérielle non invasive a été mesurée chez quelques souris (CODA, Kent

scientific, USA)

C. Protocoles expérimentaux

1. Le post-conditionnement

Quatre groupes ont été réalisés, un groupe sham, un groupe ischémique, un groupe post-
conditionnement avec la CsA et un groupe post-conditionnement ischémique. Chaque groupe

a été sacrifié a 20 min ou a 24h. Soit un total de 8 groupes.

Un groupe Sham : Néphrectomie unilatérale seulement, n=4.

Un groupe ischémique : Néphrectomie unilatérale et clampage de 30 min controlatérale et

injection de Nacl 0,9% 10 min avant 1’ischémie, n=6.
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Un groupe post-conditionnement ischémique (PostCl): Néphrectomie unilatérale et clampage

de 30 min controlatérale avec 3 clampages-déclampages successifs de 30 secondes, a partir de

30 secondes selon la reperfusion d’aprés la méthode décrit par Szwarc et al. (308), n=6.

Un groupe post-conditionnement CsA 3 mg/kg (PostCond-CsA): Néphrectomie unilatérale,

clampage de 30 min controlatérale et injection de 3 mg/kg de CsA 5 min avant la fin de

I’ischémie, n=6.
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Figure 18: Protocole expérimental réalisé pour 1’étude du postconditionnement.
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2. Le pré-conditionnement

Sept groupes ont été réalisés : sham, sham avec injection de 3 mg/kg de CsA, sham avec
injection de 10 mg/kg de CsA, un groupe ischémique, un groupe avec un préconditionnement
a la CsA a 3 mg/kg et un autre groupe avec CsA a 10 mg/kg. Chaque groupe a été analysé a
20 min de reperfusion ou a 24h de reperfusion, soit un total de 12 groupes.

Un groupe Sham: Néphrectomie unilatérale, n=4

Un groupe Sham-CsA 3 : Souris C57BL 6 avec néphrectomie unilatérale et injection de 3

mg/kg de CsA, n=4.

Un groupe Sham-CsA 10 : Souris C57BL 6 avec néphrectomie unilatérale et injection de 10

mg/kg de CsA, n=4.

Un groupe ischémigue : Néphrectomie unilatérale, clampage de 30 min controlatérale et

injection de Nacl 0,9% 10 min avant 1’ischémie, n=8.

Un groupe pré-conditionnement CsA 3 mg/kg : Néphrectomie unilatérale, clampage de 30

min controlatérale et injection de 3 mg/kg de CsA 10 min avant I’ischémie, n=8.

Un groupe pré-conditionnement CsA 10 mg/kg : Néphrectomie unilatérale, clampage de 30

min controlatérale et injection de 10 mg/kg de CsA 10 min avant I’ischémie, n=6.
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Figure 19: Protocole expérimental réalisé pour 1’étude du PréConditionnement par la CsA

3. Lerdlede ’HSP70

Afin de comprendre le r6le de ’HSP70 dans 1’ischémie-reperfusion rénale, un inhibiteur
de ’HSP70, la quercetin, a été injecté 2 heures avant I’injection de CsA. Nous avons réalisé 3
groupes repris a 20 min et 24h, soit 6 groupes au total. La quercetin (sigma Aldrich, saint
Louis, USA) est diluée dans du SSI a pH neutre et est injectée en intra-péritonéale 2h avant
I’injection de CsA a la concentration de 100 mg/kg selon les doses déja décrites dans la

littérature (309).
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Une groupe Sham-Quercetin : Néphrectomie unilatérale et injection de Quercetin, 100 mg/kg,

n=4.

Un groupe pré-conditionnement CsA 10 mag/kg + Quercetin : Néphrectomie unilatérale,
clampage de 30 min controlatérale et injection de CsA a 10 mg/kg 10 min avant 1’ischémie,
n=6. Une injection de Quercetin est réalisée 2 h avant ’ischémie, en intra péritonéale, a la

dose de 100 mg/kg.
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Figure 20: Protocole expérimental réalis¢ pour I’étude du role de I'HSP70 dans le

préconditionnement par la CsA.
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4. Les souris Cyp-D KO

Les souris déficientes en Cyp-D (Ppiff’) ont un fond génétique mixte: C57BL6/SV209.
Nous avons réalisé dans un premier temps un phénotypage de ces souris par I'utilisation de
cage métabolique, afin de recueillir les urines.

Nous avons également réalisé le méme protocle chirurgical, a savoir un groupe sham et un
groupe ischémique, que nous avons comparé aux souris WT, avec un sacrifice a 20 min ou a

24h, soit un total de 4 groupes.

Il — Analyse de la fonction rénale

A. Biologie

La fonction rénale est analysée par dosage enzymatique de la créatinine et de 1’urée,
généreusement dosée par le laboratoire de biochimie de 1’hopital Edouard Herriot.
Le sang prélevé est immédiatement centrifugé a 8000 tours/min pendant 10 min, puis le
plasma est prélevé et analysé. La créatinine est mesurée par une méthode enzymatique (Vista
1500, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) et ['urée par un test a I'uréase (Vista 1500,

Siemens Healthcare, Erlangen, Germany).
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B. Histologie

Nous avons également réalisé des coupes d’histologie. Les reins prélevés sont
immédiatement fixés dans du formol. Une fois paraffinées, des coupes de 4 pum sont réalisées
puis colorées a I’HES. L’analyse histologique réalisée en aveugle par une
anatomopathologiste (le Dr Maud Rabeyrin) et moi méme suivant un score souvent utilisé a
savoir une cotation de 0 & 4. Score 0 : Rein normal, score 1: 20 % de nécrose tubulaire

aigle, score 2 : 20 a 50% , score 3 : 50-75 %, score 4 : > 75 %.

11 — Analyses des fonctions mitochondriales

A. L’extraction mitochondriale

Le rein gauche est prélevé lors du sacrifice, immédiatement rincé et conservé dans une
solution tampon contenant du Saccharose 250 mM, de '’EGTA 1 mM, du Tris/HC1 7 mM, pH
7,30 a 4°C). Toutes les manipulations sont réalisées a 4°C. Un broyage mécanique
standardisé est pratiqué a I’aide d’un broyeur verre-verre. Les mitochondries sont ensuite
isolées par centrifugation différentielle. La premiére centrifugation est réalisée a 600 x ¢
pendant 7 min. Le surnageant post-nucléaire est ensuite centrifugé a 6400 x g pendant 10
min. Le culot de mitochondries est rincé et suspendu dans le méme tampon d’isolation
dépourvu d’EGTA. La suspension mitochondriale est homogénéisée a I’aide d’un mini-potter,
avant de réaliser un dosage de protéines par la technique de Bradford avec du sérum albumine

bovine comme standard (310).
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B. La capacité de rétention calcigue mitochondriale

La technique utilisée, adaptée de la méthode initialement décrite par Ichas et al.(311),
consiste @ mesurer in vitro 1’ouverture du mPTP sous la forme d’une libération massive de
Ca?* dans le milieu extra-mitochondrial, a la suite d’une surcharge calcique progressive et
standardisée d’une préparation de mitochondries isolées. Brieévement, 250 g de protéines
mitochondriales sont mises en suspension dans une cuve en téflon thermostatée (25°C) dans 2
ml d’un tampon (saccharose 150 mM, KCI 50 mM et KH2POs 2 mM), ainsi qu’un substrat
énergétique capable de pénétrer dans les mitochondries intactes (substrat du complexe Il :
succinate a 10 mM ; pH 7,4). Aprés une période de stabilisation de 3 min, le contenu en Ca?*
extra-mitochondrial est mesuré a 1’aide de la sonde fluorescente Calcium Green-5N
(Molecular  ProbesTM, Eugene, USA) 05 uM, par méthode fluorimétrique
(spectrofluorimétre Hitachi F2500, longueur d’onde d’émission : 500 nm, réception : 530
nm). Des injections de 10 nmoles de CaCl2 sont réalisees toutes les 60 sec, entrainant une
augmentation de la quantité de Ca?** dans le milieu extra-mitochondrial, et donc de la
fluorescence. Cette derniére retourne progressivement a un niveau basal suite a la recapture
mitochondriale du Ca?*. Apres une certaine surcharge calcique, une augmentation brutale du
Ca®* extra-mitochondrial est enregistrée, correspondant a une libération massive de Ca?* par
la mitochondrie, interprétée comme I’ouverture du mPTP (Figure 22). La capacité de
rétention calcique (CRC), exprimée en nmol CaClz/mg de protéines mitochondriales est
définie comme la quantité de calcium administrée nécessaire pour obtenir 1’ouverture du

mPTP.
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Figure 21: Exemple de mesure de Capacité de Rétention Mitochondriale.

Une augmentation de la fluorescence reflétant 1’augmentation de la concentration extra-
mitochondriale de Ca?* est enregistrée aprés chaque administration de 10 nmoles de CaClz.
Le Ca?* est immédiatement capté par les mitochondries avec une diminution rapide de la
fluorescence. Apres une surcharge calcique suffisante, on assiste a une libération massive de

calcium interprétée comme 1’ouverture du pore de transition de perméabilité (mPTP).
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C. Phosphorylation oxydative

La mesure de la consommation d’oxygene par les mitochondries fraichement isolées est
réalisée, a ’aide d’un oxygraphe muni d’une électrode de Clark (OroborosTM, Oxygraph,
Autriche). L’enregistrement de la respiration mitochondriale (a partir de 250 g de protéines)
est réalisé a 25°C, dans 2 ml de tampon contenant du KCI 100 mM, Mops 50 mM, EGTA 1
mM, KH2P0O4 5 mM et sérumalbumine bovine 1 mg/ml en présence de substrats énergétiques
(glutamate 5 mM et malate 5 mM ou succinate 10 mM avec inhibiteur du complexe | de la
chaine respiratoire : roténone 1uM). L’Etat 3 de la respiration mitochondriale est enregistré
de fagon classique en présence d’ADP (adénosine diphosphate) 200 mM. Apres
consommation totale de I’ADP, le retour a une consommation faible d’oxygene caractérise
I’Etat 4 (Figure 23). Le Respiratory Control Index (RCI), indice de couplage des
phosphorylations oxydatives, est défini comme le rapport des consommations d’oxygene Etat
3/Etat 4. De facon arbitraire, un RCI minimum de 4 (substrats du complexe I) est exigé pour
les mitochondries issues d’animaux sham afin de poursuivre les manipulations sur
mitochondries isolées. La consommation d’oxygene mitochondriale est exprimée en nano-

atome- gramme d’oxygéne/min/mg de protéines mitochondriales.
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Figure 22: Exemple de I’enregistrement de la respiration mitochondriale du complexe I.
L’état 3 correspond a la consommation amximale d’O2 par la mitochondrie en présence
d’ADP, I’état 4 a la consommation basale d’O2. Le couplage mitochondrial est estimé par le

ratio état3/état4.

IV — Analyse des protéines

A. Extraction des protéines

Aprés congélation a -80°C, les échantillons des reins prélevés sont broyés au precelys

(5000rpm- 5x20°’-5") dans un tampon de single lysis buffer (SLB) dont la composition est :
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1% NP40, 20mM Tric-HCL, 138 mM Nacl, 2,7 mM MgCI2 et 5% glycérol, pH 8 auquel on
ajoute de ’EDTA, NA3VO4, NaF, DTT et antiprotéase. La méthode de dosage est basée sur
le pouvoir réducteur des protéines en milieu alcalin. L’acide bicinchoninique (BCA) peut
ensuite former des complexes avec les ions Cu?* ainsi réduits (interchim, BC Assay proein
Quantification Kit). La densité optique est ensuite lue a 562 nm. Pour certains échantillons,
nous avons séparé le cytosol du noyau grice a un kit d’extraction nucléaire et des

centrifugations différentielles.

B. Western Blot

Les extraits protéiques totaux sont analysés par électrophorése sur gel de polyacrylamide
dans des conditions dénaturantes (SDS-PAGE). Pour chaque échantillon, entre 25 a 100 ug
de protéines sont chargées dans les puits. Les échantillons sont déposés dans un gel
d’acrylamide de 8 a 18 % suivant le poids moléculaire et environ 2 heures de migration
(Composition du tampon de migration : 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS, pH 8.3) a
température ambiante sous une tension de 110V. Puis les protéines sont transférées sur une
membrane PVDF (polyvinylidene difluoride) a I’aide d’un transfert semi-sec sous une tension
de 25V pendant 10 minutes (Trans-Blot®, TurboTM, Biorad). La membrane est ensuite
saturée pendant une heure & température ambiante dans le tampon TBST (Tris Buffered
Saline-Tween) (50 mM Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05% Tween 20) contenant 5% de
lait (Biorad) puis incubée pendant une nuit a 4°C sous agitation dans une solution de TBST
contenant 1% de lait et I’anticorps primaire a la concentration optimale d’utilisation. Le
lendemain trois lavages au TBST de 10 minutes sont réalisés, puis la membrane est incubée
avec l’anticorps secondaire spécifique couplé a la HRP (Horseradish Peroxidase) a la

concentration optimale d’utilisation. Aprés trois lavages de 10 minutes au TBST, les

110



protéines sont révélées par chimioluminescence a 1’aide du kit ECL plus (GE Healthcare®) et
d’une caméra a détection chimioluminescente (ChemiDocTMXRS-System, Biorad). Aprés
révélation, les anticorps peuvent étre découplés de la membrane par incubation pendant 20
minutes dans une solution de Re-Blot Strong plus (Millipore®) suivi de 5 lavages de 5
minutes dans le TBST. Ainsi, la membrane peut ainsi étre de nouveau saturée puis rehybridée
avec un autre anticorps selon le protocole décrit. La quantité de protéines a été analysée a

I’aide du logiciel ImageLab® (Biorad) en évaluant le nombre de pixel.

V. Statistiques

Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes + SEM (standard error of the mean).
Les statistiques ont ¢té réalisées a 1’aide du logiciel Graphpad Prism®. Une ANOVA a une
voie suivie d’un test post hoc Bonferroni a été utilisée pour analyser les différences entre les
groupes. Un test Mann and Withney a été réalisé pour la comparaison des deux groupes. Un

p< 0,05 a été considéré comme statistiquement significatif.
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Partie 1V

Résultats et discussion
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I. Le modéle animal

A. le modele chirurgical

Dans un premier temps, nous avons du mettre au point le modéle d’ischémie-reperfusion.
Nous avons choisi le modele murin afin de pouvoir ensuite travailler avec des souris
transgéniques. Actuellement I’ischémie reperfusion est le plus souvent induite par une
ischémie chaude par clampage du pédicule rénale pour une durée d’ischémie définie. Il nous
a donc été nécessaire de determiner quel abord vasculaire, quel type de clampage et quelle
durée d’ischémie étaient optimales dans les conditions de notre laboratoire. 1l a donc fallu
déterminer le temps d’ischémie optimal et le modéle chirurgical : un clampage bilatéral des

pédicules rénaux ou une néphrectomie unilatérale et un clampage controlatéral. (Figure 24)
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Figure 23: validation du mod¢le animal d’ischémie-reperfusion chez la souris.
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Devant la faible reproductibilité du clampage bilatéral, nous avons opté pour une

chirurgie avec une néphrectomie unilatérale et un clampage controlatéral (Figure 21).
Nous avons choisi une ischémie de 30 min. Cette ischémie est une ischémie importante, avec
une élévation significative de la créatinine et des lésions de nécrose tubulaire aigue séveére. Il
a été montré que les 1ésions de NTA sont proportionnelles a la durée d’ischémie chaude (312)
et qu’au dela d’une ischémie de 30 min, il existe des 1ésions irréversibles sur la fonction
rénale. Ces 30 min d’ischémie semblent étre le temps limite acceptable pour éviter des 1ésions
rénales irréversibles (313,314).

L’ischémie-reperfusion a été reéalisée sur de nombreuses especes animales dans la
littérature, et dans le post-conditionnement ischémique principalement chez le rat. De
maniere générale, plus ’animal est gros, plus le temps d’ischémie doit étre long. Dans le cas
du post-conditionnement ischémique, sur les 13 études recensées depuis 2007, 10 études ont
été realisées chez le rat, une étude chez la souris et deux chez le chien. Par ailleurs, les durées
d’ischémie étaient également trés variables, nécessitant une validation du modéle au sein de
notre laboratoire. L’ischémie varie de 30 min a 90 min selon I’animal, et entre 20 et 30 min
chez la souris. Par ailleurs, la néphrectomie gauche et le clampage bilatéral ont été utilises
dans 10 études sur 12. Cependant dans le reste de la littérature sur 1’ischémie reperfusion,
décrit par Wei et al, le clampage bilatéral est également régulierement utilisé (315).

Nous avons donc opté pour une néphrectomie avec clampage controlatéral du fait de la
faible reproductibilité retrouvée du clampage bilatéral. Par ailleurs, nous avons également
testé le temps d’ischémie suffisante pour obtenir une forte nécrose tubulaire aigiie. Alors qu’a
25 min, la fonction rénale en terme d’¢élévation de la créatinine n’était pas modifiée, on
observe une élévation exponentielle de la créatinine a chaque minute d’ischémie apres 27 min
de clampage. Au dela de 30 min, la mortalité des souris étaient de 100%. La mortalité pour

une ischémie de 30 min est d’environ 50 %, témoignant également de la sévérité de
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I’ischémie. Chaque souris était sacrifiée a 24h. L’ischémie réalisée dans ces travaux est donc
une ischémie trés importante comme en témoigne la forte mortalité, ainsi que les lésions
histologiques de nécrose tubulaire aigle, d’environ 50 a 75% au niveau du parenchyme rénal.
Un autre inconvénient de ce modele est ’absence d’ischémie froide, que I’on retrouve dans la
transplantation. Malheureusement, 1’auto transplantation chez le petit animal est
techniquement difficile du fait de leur petite taille. L’examen histologique montre une
relation étroite entre le temps d’ischémie et la sevérité des dommages. Deux scores sont
utilisés dans la littérature pour la description des Iésions histologiques de 1’ischémie
reperfusion: Jabonski (316) et Goujon (317). Nous avons préférentiellement choisi celui de

Jablonski simplifié.

B. La Méthode du TTC

La méthode du TTC (chlorure de triphényltétrazolium) est utilisée dans I’infarctus du
myocarde pour quantifier la taille de I’infarctus. Pour resumer, lors de la reprise chirurgicale a
24h de reperfusion, une solution de colorant de bleu uniperse (Ciba-Geigy, Hawthorne, NY) a
10% est injectée au niveau de la veine cave. Le rein est ensuite préleve, coupé en tranche, et
incubé pendant 20 min a 37°C dans une solution de chlorure de triphényltétrazolium (TTC) a
1%. La zone viable apparait en rouge, la zone nécrosée en jaune. Nous avons testé cette
technique pour quantifier les zones nécrotiques. Cependant cette technique n’a pas pu étre
utilisable puisque le clampage est complet et donc la nécrose tubulaire aiglie dispersée sur

I’ensemble du parenchyme. (Figure 24)
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Figure 24: Exemple de la Méthode du TTC appliquée au rein. A. TTC pour un rein normal.
B. TTC pour un rein ischémique, avec des plages tres étendues de nécrose, sans réelle zone

distincte & déterminer.
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C. Impact de Panesthésie et de la néphrectomie sur le mPTP

La capacité de rétention calcique (CRC) est significativement diminuée a 20 min par
rapport & la CRC mesurée a 24h, p=0,009. Ceci peut-étre expliqué par I’impact de
I’anesthésie mais également par I’impact de la néphrectomie. Nous avons donc mesuré et
comparé la CRC a 20 min et 24h de reperfusion, sur des sham avec et sans néphrectomie. Il
n’y a pas de différence entre la CRC des sham avec et sans néphrectomie a 20 min de
reperfusion. Cependant a 24h de reperfusion, il existe une différence significative dans la

CRC entre les sham avec et sans néphrectomie, p=0,008. (Figure 25).
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Figure 25: Impact de la néphrectomie et de I’anesthésie sur la CRC.
*vs sham — 20 min et vs sham sans néphrectomie- 24h.

+ vs sham sans néphrectomie-24h
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D. Effets de ’injection de CsA sur la pression artérielle

Nous avons mesuré la pression artérielle de 6 souris aprés injection de CsA puis chirurgie. Il
existe une différence significative entre le pic apres injection de CsA et la PAM de base.
Cependant, cette différence de pression artérielle n’est pas comparable a la poussée
hypertensive des souris aprés laparotomie. L’ajout de NaCl ne modifie pas quand a lui la

pression artérielle. (Figure 27)

PAM de base PAM Pic aprés I’injection de
CsA
Souris 1 135 149
Souris 2 128 142
Souris 3 102 117
Souris 4 72 96
Souris 5 97 101
Souris 6 85 108
Moyenne 103 119 *

Tableau 3 : Effets hémodynamiques de I’injection de CsA sur la pression artérielle.

118



uy
1T s
m B
frchs

?r- i‘“l._‘ . ! [T P Y .

E Fra. ' Iy
g e # h\ BB, l\. .,{ . “\ —— .!/?\l
- h'& / L | [ Rl S t\ '] .
f i \'-i-' n'f.l'--"“'-. g "1-\.‘. / .-'""--" :F":p-‘___ S 5 'Ill .

Em iy e, |I|l.' Sl "'-:_‘_J_hr* """’.1{ \ iy ."""H.h }}.l-l‘l : M .-'!.i'. I."IIII’_.,.-"""'IF-L
E“ - ! -&"'1-—-\__.'-"’; hﬂx'n.hl\' Ll .-hl-l-j LJ }-. -"l ,-r.f'_r.‘-
o " H‘\"’ .._:M-" -LTP , i. ,r'r /

] ", U____,—___ "'I—i—l—lt-t—r"' "'J'Tr\-.-"':.\-

i et #
w i Loy A

=1

[ o X 14 o L o L E 2

Tisttigi [}

Figure 26: Mesures de pressions artérielles aprés injection de CsA. Il existe une
augmentation significative de la pression artérielle aprés injection de CsA. Dans la suite de la
laparotomie, on observe également une augmentation de la pression artérielle, nécessitant une

adjonction de bubrémorphine.

E. Caractérisation des souris Cyp-D KO

Nous avons réalisé des mesures de parameétres urinaires chez les souris CypD Ppif - par
leur surveillance au sein de cage métabolique durant une semaine, en les comparant aux

souris C57BL6. (Tableau 4)
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Poids (g)

Diurése (mLY/j)

Créatininurie (mmol/L)

Créatininurie (mmol/g)

Urée urinaire (mmol/L)

Albuminurie/créatininurie

(mg/mmol)

Glycosurie (mmol/L)

Créatinine (umol/L)

C57BL6

28+2,3

1,1+0,1

0,21+0,6

1733 + 470

1,4+£05

55+19

<12

CypD ™"

265+0,9

1,2+0,1

48+0,7*

0,18 +0,17

1433 + 246 *

1,1+£0,3

46+26

13

Tableau 4 : Caractéristiques biologiques des souris cypD - .

*vs C57BL6
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ABSTRACT (250)

Background: Ischemia-reperfusion (IR) injury leads to mitochondrial permeability transition
pore (MPTP) opening, which contributes to cell death. The aim of this study is to determine
whether ischemic or pharmacological post conditioning with cyclosporine A (CsA) might

protect the kidney from lethal reperfusion injury.

Methods: Male mice underwent a unilateral (right) nephrectomy followed by 30 minutes of
contralateral (left) clamping of the renal artery. We studied four groups at 20 min and 24h of
reperfusion: a sham group (n=4), an ischemic group (n=6), CsA-postconditioned group
(Postcond-CsA, injection of 3 mg/kg of CsA five min before the end of ischemia, (n=6) and
an ischemic postconditioning group (IPC), (n=6), consisting of 3 cycles of 30s of renal
ischemia with 30s intervening reperfusion. After 24hrs of reperfusion, we measured plasma
creatinine, urea and histological kidney injury. The kidney mitochondria were isolated to

assess the mitochondria calcium retention capacity (CRC) and oxidative phosphorylation.

Results: At 24 hrs after reperfusion, serum creatinine decreased in PostcondCsA and IPC
compared to ischemic group. The histological score was also significantly improved with
postcond-Csa and IPC. At 20 min and 24h of reperfusion, CRC were decreased significantly
in the ischemic group. The mitochondrial respiration stay decreased in the ischemic group at
24h of reperfusion whereas the respiration was improved significantly in the postcondCsA

and IPC group. Bax and cleaved caspase 3 decreased in PostCsA and IPC group.

Conclusion: Our results suggest that ischemic postconditioning and CsA, administered

immediately prior to reperfusion, protect the kidney from lethal injury.
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INTRODUCTION

The ischemia-reperfusion (IR) is the main cause of early delayed recovery graft function in
renal transplantation. The main treatment available to limit the fatal consequence of ischemia
is to restore blood flow as quickly as possible. However, if the reperfusion is the only way to
limit ischemic damages, it can also lead by itself to the cell death, especially via the
permeability transition (1). Under normal physiological conditions, the mitochondrial inner
membrane is impermeable to almost all metabolites and ions, but under stress conditions, the
inner membrane of the mitochondria increases permeability. This permeability transition is
caused by a very large pore, called mitochondrial permeability transition pore (mPTP) whose
the molecular nature is currently not known. The IR combines several conditions that can
trigger mPTP opening, including matrix Ca?* overload, overproduction of reactive oxygen
species, depletion of adenine nucleotides and accumulation of inorganic phosphates. The
opening of the mPTP in the inner mitochondrial membrane leads to the collapse of the
membrane potential, matrix swelling, uncoupling of the respiratory chain, efflux of
proapoptotic factors, with the F1-FO ATPase hydrolyzing instead of building ATP. A known
component of the mPTP is the cyclophilin D (CypD), a matrix-soluble protein that has a
binding site for CsA. The mPTP opening is triggered by the binding of this CypD, to the
inner membrane protein (2-4). The mPTP opening at the time of reperfusion allows the
release by overloaded mitochondria of a large amount of calcium into the cytosol. Several
reports demonstrated that mPTP opening plays a critical role in lethal reperfusion injury (1,5-
8). In order to delay the opening of mPTP, some interventions have been proposed as
ischemic or pharmacological conditioning, in particular CsA, that is an inhibitor of the mPTP
via it’s binding to CypD.

Van den Akker et al. reviewed all the studies that performed ischemic post conditioning (IPC)
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in renal ischemia reperfusion and showed an improvement of renal function in almost all
studies (9). Serviddio at al. suggested that the mPTP has a role in the renal protection of IPC
without providing the data (10).In fact, only one study focused on the mPTP showing a
higher membrane potential after IPC compared to the control group (11).

Currently, while cyclosporine is rather considered as a nephrotoxic agent, there is evidence
that is might, when used as a single injection at the time of reperfusion, protect the kidneys
from lethal reperfusion injury, as previously shown in other organs including the heart and
the brain by the binding of CsA to the cypD (12-14).. However no study performed a
postconditioning with CsA.

The aim of this study was, first to compare the efficiency of IPC and postcond-CsA, and
second to examine whether CsA, administered immediately prior to reperfusion and IPC

might protect the renal function through the inhibition of PTP opening.

RESULTS

Animal model

The mortality rate was 40 % in the ischemic group after 24hrs of reperfusion. The mortality
was decreased in the postcond-CsA group and IPC group (8% and 20%, p=0.05 and p=0.2,
respectively). All the lost animals died within a 24h period. The cause of the death was not
identified. The mortality in the IPC group vs the postCsA group was probably greater in
relation with the clamping of the renal artery, which is a difficult manoeuvre in mice. We
didn’t use bilateral clamping, because we had a poor reproducibility with important variations

of creatinine for the duration of ischemia. (supplemental data).

Renal parameters (Figure 2 and 3)
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The creatinine level was 1.78 £ 0.3 mg/dL in the ischemic group. The creatinine level was
significantly decreased in the postcond-CsA and IPC groups when compared to the ischemic
group (1.17 £0.2 and 0.9 £ 0.6, p=0.05 respectively) (figure 2). The mean histological score
was significantly improved in the postcond-CsA (1.7 + 0.4, p=0.05) and the IPC group (1.4 +

0.2, p=0.05) vs the ischemic group (3 £ 0.26) (Figure 3A).

Retention calcic capacity (CRC) (Figure 4)

The purity of the mitochondria pellet was evaluated at 96% with a flow cytometer (data not
shown). The calcium retention capacity (CRC) represents the amount of Ca?* required to
trigger a massive Ca?* release (expressed as nmol Ca?*/mg mitochondrial proteins) by
mitochondria into the cytosol, as described by Ichas et al (12). CRC is a functional test of the
resistance of mPTP opening to a calcium overload. Each CaClz injection causes a peak of
extra-mitochondrial Ca?* concentration; then Ca?* is reabsorbed by the mitochondria,
resulting in a return to near-baseline level of the extra-mitochondrial Ca?* concentration (Fig.
4a). The abrupt increase of extra-mitochondrial Ca?* concentration indicates a massive
release of Ca?* by mitochondria due to the opening of mPTP. We observed a premature
reduced Ca2+ uptake in the ischemic group because of increase susceptibility of mPTP pore

to Ca?* overload in IR.

Twenty min after reperfusion, the CRC was 255 + 60 nmolCa®/mg proteins in the sham
group. The CRC was reduced dramatically in the ischemic group when compared to the sham
group (60 + 23 nmolCa®*/mg proteins). The postcond-CsA and IPC group displayed
significantly CRC vs the ischemic group 150 * 60 nmolCa?*/mg proteins and 170 + 50
nmolCa?*/mg proteins (p=0.05, respectively). The CRC was not increased with CsA in the

cuvette in the ischemic group contrary to the postcond-CsA and IPC groups, P<0.05.
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Twenty four hours after reperfusion, the CRC averaged 393 + 30 nmolCa?*/mg proteins in
sham group. The CRC was dramatically reduced in the ischemic group when compared to
sham (86 * 48 nmolCa?*/mg proteins). The postCsA and IPC group displayed significantly
CRC vs the ischemic group 240 + 43 nmolCa?*/mg proteins and 246 + 68 nmolCa?*/mg
proteins, p=0.05, respectively (Figure 5A). There was no difference between the
PostcondCsA and IPC group. After the addition of 10 puL of CsA in the cuvette, CRC was
increased significantly, and up to a similar level, in all groups (Figure 4B). We observed a
significant correlation between CRC and creatinine (r?= 0.99, p=0.0001; supplemental data,
figure 6). The expressions of some proteins of MPTP as cypD or VDAC were not affected by

the ischemia (data not shown).

Oxidative phosphorylation (table 1)

The oxidation phosphorylation of the mitochondrial respiration was decreased in all groups
20 min after reperfusion with the glutamate-malate-pyruvate substrate. Twenty-four hours
after reperfusion, state 3 (the maximal consumption of oxygen with ADP) is decreased
significantly in the ischemic group compared to sham group and mitochondria stay uncoupled

even after 24h of reperfusion. PostcondCsA and IPC significantly improved the state 3.

Apoptosis markers (Figure 5)

We found a decrease of Bax concentration in mitochondria for post-condCsA (0.64 = 0.27)
vs ischemic (1.11 + 0.23), and for IPC (0.68 + 0.27) vs ischemic, p=0.01. We found a
decrease of cleaved caspase 3 for the postcond-CsA group (0.46 + 0.12) and for the IPC

group (0.49 + 0.37) vs the ischemic group (1.63 + 0.28), p=0.05.

DISCUSSION
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In this study, we demonstrated for the first time that: 1) CsA administered as a single bolus at
the time of reperfusion can improve post-ischemic renal dysfunction, attenuated renal damage
and limit mortality 2) the protection afforded by ischemic and CsA-postconditioning may be

likely related to the inhibition of the opening of the PTP.

A pharmacological post conditioning with CsA has been observed in experimental settings of
prolonged ischemia-reperfusion in the heart (13) , the liver (14) or the brain (15) as well as in
clinical situations like acute myocardial infarction (16). Up to now, there is no evidence that
CsA, administered after a prolonged ischemic insult, may similarly protect the kidney,
although Zhu and yang previously reported that CsA may be protective when given before
ischemia (22,23). In this study we showed postcondCsA attenuated the post-ischemic
creatinine increase, limited kidney damage and allowed a significant decrease of mortality.
Interestingly the order of magnitude observed here is in the range of what has been previously
observed in the heart or the brain. Moreover we showed that the apoptosis markers, Bax and
cleaved caspase 3, were significantly reduced in PostcondCsA and IPC. It is important to note
that a very strong injury was induced in this model of ischemia reperfusion (30 min of warm
ischemia after a contralateral nephrectomy), reflected by the high mortality rate of 40 % in

the group without protection which supports the benefit of the 2 post conditioning.

CsA is considered as a nephrotoxic drug, leading to acute hemodynamic changes with a
decrease of renal blood flow and an increase of renal vascular resistance (17,18). This toxicity
is dose-dependent, but transient and reversible when CsA is injected in one single bolus
(19,20). Previous studies have shown that the doses of CsA used in the rat to study the renal
hemodynamic changes are higher than in this study (20 and 40 mg/kg vs 3 mg/kg in this
study) (18,21,22). Indeed, Murray et al showed that the dose of 10 mg/kg of CsA does not

modify the renal blood flow and vascular resistance (23). A human study showed also that
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one oral single bolus of CsA (20mg/kg) doesn’t change the arterial blood pressure and the
renal vascular resistance (20). In our study we used a lower dose of CsA (3 mg/kg) than in
previous reports and one single bolus. Finally, no visible lesion was detected in sham group
after CsA injection in a preliminary study. Some in vitro studies demonstrated that there is a
beneficial effect of CsA when cells exposure is limited to four hours, but can lead toxicity
after a long time of exposure (24).

The opening of the mPTP is a key event in ischemia-reperfusion and previous reports
demonstrated that postcondCsA or IPC inhibit mPTP opening (13,14,25). Our results are in
agreement with these previous studies. Also not addressed by our experiments, it was
established that CsA inhibits the mPTP by its binding to the cyclophilin D in different organs
such as the heart, the brain or the liver directly (26). One in vitro study demonstrated that
mMPTP is also sensitive to CsA in proximal tubular cells after hypoxia-reoxygenation (27), but
only in the presence of ADP and/or Mg?*. Only few studies used CsA to protect the kidney
against IR injury. Among them, previous studies showed that CsA and Tacrolimus, two
anticalcineurin inhibitors, protected the kidney from IR. The mechanism of protection was
not explained by a direct binding with the mPTP but by the increase of a heat shock protein
70 induced by CsA or Tacrolimus (28). We demonstrated that PostcondCsA and IPC
increased the calcium retention capacity (CRC), an index of the resistance of the mPTP,
shortly after reperfusion (20 min) and later, at 24h of reperfusion. Theses results show that
mitochondrial functions are modified at the beginning of the reperfusion.

In IPC, only one study performed by Zhang et al. (11) measured mitochondrial membrane
potential in vitro to study mPTP and demonstrated a higher membrane potential after IPC
compared to control. We showed also in this study that there is a high negative correlation

between renal function and CRC that allows proposing that PTP is also a key event in renal
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protection after IR (figure 6). Although IPC and postcondCsA can protect kidney from

ischemia reperfusion, their mechanisms of protection probably differ.

Serviddio et al. showed that the capacity of the mitochondria to couple the consumption of
oxygen and the production of ATP is impaired severely at the end of ischemia. Previous
reports found the same observations in heart (14,32). Our study confirmed that respiration
decreased in all groups shortly after reperfusion. Serviddio et al. showed also an improvement
of respiration 24hrs after reperfusion, along with a better mitochondrial coupling. We also
showed that the postcondCsA provide a better recovery of respiratory chain with a significant
increase of RCI and state 3 compared to the ischemic group. Therefore, we showed that the 2
postconditionning interventions could provide an attenuation of mitochondria bioenergetics

dysfunction.

Some limitations can be pointed out. Indeed, we evaluated the treatment effects only after 24h
of reperfusion. We chose this interval of reperfusion because, in our experience (data not
showed) and in the literature, it has been established that there was no change in early
histology measurements after 120 min (9,31). Moreover, it could be difficult to discriminate
the different mechanisms responsible for this protection. We observed that the opening is
maintained closed longer of time, but at 24h of reperfusion, some others mechanisms can also
play a role, as inflammation. The short-term analysis of renal function is a limit in our study

that was conducted mainly to demonstrate the impact of cyclosporine on the mPTP.

In our study, renal function was evaluated by the elevation in serum creatinine and urea
concentration that we demonstrated to be very closely correlated with the duration of
ischemia (supplementary data). Indeed, a more complete evaluation of renal function may

provide a more reliable description of the renal function. However, this is particularly
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challenging in mice, given the experimental limitations for collection of urine for

measurement of glomerular filtration rate.

In conclusion, we showed here that cyclosporine A, provided it is administered as a single
bolus at the time of reperfusion, could also protect the kidney, possibly via the inhibition of

mitochondrial permeability transition.

MATERIALS AND METHODS

Surgical preparation
All experiments were performed in accordance with the Principles of Laboratory Animal

Care and French local law with number BH2012-81.

Eight to 10-week old male C57BL6 mice (Charles River, France) were anesthetized by
intraperitonal injection of xylazine (5 mg/kg, Rompun®, Bayer, Puteaux, France), ketamine
(100 mg/kg, Imalgene® 1000, Acyon, Melan, France), and bupremorphine (0.075mg/kg,
Vetergesic®, Sogeval, Laval, France). Body temperature was maintained at 37°C using a

homeothermic pallet unit.

The animals were intubated orally using a 22-gauge catheter and ventilated with a rodent
ventilator (Minivent, Harvard Apparatus®, March, Germany) with a volume of 0.15 mL and
a breath rate of 140/min. After laparotomy and right nephrectomy, a 30-minute period of
ischemia of the left kidney was obtained by the selective clamping of the left renal vascular
pedicle using a microvascular clamp (Roboz Surgical Instruments, Washington, DC).

Ischemia and reperfusion were confirmed visually with the coloration of the left kidney.

Experimental design (Figure 1)
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Protocoll: Mice were assigned to four groups: sham (n=4), ischemic group (n=6), post-
conditioning with CsA (PostCsA) (n=6) and ischemic post conditioning (n=6) (IPC). All
animals underwent right nephrectomy followed by a 24-hour reperfusion period. The
ischemic group consisted in a right nephrectomy and contralateral clamping, without
protection. The postcond-CsA group consisted of an intravenous injection of CsA at 3 mg/kg,
5 min before the reperfusion and the ischemic postconditioning (IPC) group consisted of 3
cycles of 30 seconds of clamping of the renal artery separated by 30s of reperfusion, as
previously described (10). The CsA was dissolved in 0.9% saline. Immediately after the
surgical procedure, all the mice were hydrated with a subcutaneous injection of 1 mL of 0.9%
saline. After 24 hours of reperfusion, under deep anaesthesia, 250 pL of blood was withdrawn
by retro-orbital puncture, and the kidney was excised for isolation of mitochondria. Then
mice were euthanized.

Protocol2: The same design was performed but mice were sacrificed at 20 min of reperfusion.
Four groups were also performed: sham (n=4), ischemic group (n=4), post-conditioning with
CsA (PostcondCsA) (n=4) and ischemic post conditioning (n=4) (IPC) with CRC and

oxidative phosphorylation measurements.

Renal parameters

The acute renal failure was assessed 24hrs after reperfusion by measuring the serum
concentration of urea and creatinine. Urea was measured with urease test (Vista 1500,
Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) and serum creatinine was measured by an
enzymatic method (Vista 1500, Siemens Healthcare, Erlangen, Germany). Renal tissues were
embedded in formaldehyde. Four-micrometer sections were stained with periodic acid-Schiff

reagents. Tubular injury was scored by a blinded pathologist semi-quantitatively, using a
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scoring system ranging from 0 to 4 who examined at least 10 fields. The lesions of ischemia
was defined as a tubular dilatation, naked tubular basement membrane according to the
following scoring system as described previously (32): 0=no tubular injury; 1=<20% of
tubules injured; 2=21-50% tubules injured; 3=>50% damage of tubule cells; 4=total

destruction of all epithelial cells.

Preparation of isolated mitochondria

For mitochondrial isolation, the kidney was excised and immediately placed in a cold
isolation buffer, containing (0.25 M sucrose, 2 mM EGTA and 10 mM Tris, pH 7.4). The
tissue was cut with scissors and mixed in the same buffer (10 pL buffer/mg tissue) with a
Potter-Elvehjem. The homogenate was centrifuged at 600 g for 7 min and the supernatant at
6400 g for 10 min. The mitochondrial pellet was suspended the mitochondrial pellet was
suspended and homogenized in the same buffer without calcium chelating agent. Protein
weight was measured according to the Bradford method after each mitochondrial isolation.

We used 250 pg proteins for each CRC or respiration measurement. (33).

Calcium retention capacity

Isolated mitochondria (250 pg proteins) were suspended in 2 mL of buffer C (150 mM
sucrose, 50 mM KCI, 2 mM KH2PO4, 5 mM succinic acid in 20 mM Tris—Hcl pH 7.4) in a
polystyrene cuvette at 20 min and 24h of reperfusion. Extra-mitochondrial Ca?* concentration
was measured with a Hitachi F2500 spectrofluorometer in the presence of 0.8 umoL Calcium
Green-5N (with excitation and emission wavelengths set at 500 and 530 nm, respectively).

Ten nM CaCl:2 pulses were performed every minute.

Mitochondrial oxydative phosphorylation
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Mitochondrial respiratory function was measured at 25°C using a Clark-type oxygen method
electrode (Oroboros oxygraph, Austria). Mitochondria (250 g proteins) were incubated in
the respiration buffer (pH7.4) containing 80 mM KCI, 50 mM MOPS, 1mM EGTA, 5 mM
KH2PO4 and 1mg/mL defatted BSA. Pyruvate/malate/glutamate (complex | subtrates, 3 mM
each) The measurement of oxygen consumption was expressed in nmol of oxygen/min/ mg of
protein. The state 3 represents the oxygen consumption stimulated by ADP when all required
components are presents; the state 4 represents the oxygen consumption after completion of
ADP phosphorylation, characterized by a low respiration rate. The respiratory control index
(RCI) was determined as the state3/state 4 ratio, and indicates the tightness of the coupling
between respiration and phosphorylation, i.e, the capacity of the mitochondria to consume

oxygen for producing ATP.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean = Standard deviation (SD). The ischemic Group was
compared using the One way ANOVA test with Bonferroni correction. (Graphpad software®,

San Diego, USA). p<0.05 was considered significant.
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Table

Table 1: oxidative phosphorylation

20 min of reperfusion

Complexe | State 3 State 4 RCI
Sham 56 £ 5 ** 9+1 6.8+0.8
*%*
Ischemic 18+4 55+1 2.4 +0.96
Post-CsA 23+9 8 +2 2907
IPC 28+5 95+2 24+1

24h of reperfusion

State 3 State 4 RCI
61 +13* 12+2* 52+ 0.7
35+18 17+6 2
61 £ 13* 7 14+8* 42+0.43
71£11*+ 16 +3 SiOT.7*T

State 3 and state 4 were measured in isolated mitochondria with pyruvate/malate/glutamate as
substrates of complexe | and succinate/rotenone as substrates of complexe Il, and are
expressed in nmol O2/min/mg. RCI: respiratory control index (state3/state4). Values are mean

+SD. (n=4t09)

* p< 0.05 vs ischemic at 24h of reperfusion with ANOVA. ** P<0.05 vs ischemic at 20 min
of reperfusion with ANOVAT p<0.05 20 min vs 24 h of reperfusion with Mann and Withney.
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Legends to figures

Figurel:

Experimental design: All groups except sham underwent 30 min of ischemia with
contralateral nephrectomy followed by 24h of reperfusion. CsA is injected 5 min before
reperfusion. IPC consisted of 3 episodes of 30 sec of reperfusion followed by 30 sec of

ischemia.

Figure 2: A. Serum creatinine and Urea concentration from 250uL of blood at 24h of

reperfusion.

* for p< 0.05 vs ischemic group. § p< 0.05 vs sham.

Figure 3: A. Histological score at 24h of reperfusion. Tubular injury was defined as a tubular
dilatation, sloughing of tubular epithelial cells, or naked tubular basement membrane. Only
tubules in the outer stripe of the outer medulla (most sensitive zone for ischemic injury) were
included in the following scoring system: 0=no tubular injury; 1=<20% of tubules injured;
2=21-50% tubules injured; 3=>50% damage of tubule cells; 4=total destruction of all
epithelial cells. * for p<0.05 vs control. I p< 0.05 vs sham. B. histological morphology. (x100

and x400) . periodic acid-Schiff reagents. A. sham B. ischemic C. postcond-CsA D. IPC

Figure 4: Calcic retention capacity

A._Typical recording of Ca?* induced mPTP opening in each group. Ten nmol/L of CaClz is

injected in the isolated mitochondria suspension and corresponded to a peak of extra-
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mitochondrial Ca%* concentration. Ca?* is quickly taken up by the mitochondria and we
observed the return of Ca?* extra-mitochondrial concentration near to baseline level. When
mPTP opens, the mitochondria releases massive Ca?* quantity, corresponding to the abruptly
increase of extra-mitochondrial Ca?* concentration. The calcic retention capacity (CRC) is the
amount of Ca?" necessary to open the mPTP and an indicator of the resistance of the
mitochondria. In sham group, 12 pulses of 10 nmol/L of CaCl: are necessary to open mPTP

for 250 pg of protein, i.e 480 nmol of Ca?* for one milligram of protein.

B. Calcic retention capacity et 20 min of reperfusion. Inhibition of mPTP opening was
significantly reduced in control vs sham. post Csa or IPC increased CRC. { p< 0.05 vs sham.

*p < 0.05 vs ischemic group. (n=4)

C. B. Calcic retention capacity at 24 h of reperfusion. Inhibition of mPTP opening was
significantly reduced in control vs sham. post Csa or IPC increased CRC. { p< 0.05 vs sham.

*p < 0.05 vs ischemic group. (n=4 to 6)

D. Calcic retention capacity with CsA 10 pL in the cuvette at 20 min of reperfusion (n=4)

E. Calcic retention capacity with CsA 10 uL in the cuvette at 24 h of reperfusion.
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Supplemental digital content:

Figure 5: Markers of apoptosis. A. Cytosolic Caspase-3. Postcond-CsA and IPC decrease

capscase 3 activity. B. Mitochondrial Bax. Postcond-CsA and IPC decrease Bax activity.

Bars represent mean values avec SD. n=6 for IR, 6 for postcond-CsA and 5 for IPC.

Figure 6:
Different technical procedures of surgery. There is no reproducibility for each time of
ischemia in bilateral clamping group. There is no correlation between the time of ischemia

and renal function in unilateral nephrectomy and contralateral clamping group.

Figure 7:

Linear correlation between calcium retention capacity (CRC) and renal function.
CRC (nmolCa?mg of protein) correlates with creatinine (umol/L), R2 = 0.99. Results are

mean + SD.
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B. Synthése et discussion

Avec ce premier article nous montrons pour la 1% fois que le postconditionnement avec la
ciclosporine permet de protéger la fonction rénale des lésions d’ischémie-reperfusion, que
nous comparons aux résultats d’ un postconditionnement ischémique.

Une revue récente résume les études ayant réalisé un postconditionnement ischémique dans
I’IR rénale. De 2007 a nos jours, elles sont au nombre de 13. Nos résultats sont comparables a
ceux déja publiés dans la littérature, a savoir une amélioration de la fonction rénale, une
diminution de Bax au niveau mitochondrial et une diminution de la caspase 3. Notre étude est
uniquement la 2™ étude réalisée chez la souris, les autres études étant principalement
réalisées sur le rat avec des algorithmes assez variés. Nous avons choisi I’algorithme déja
validé chez la souris. Une seule étude avait étudié le mPTP dans ce contexte, et une seule
autre la phosphorylation oxydative, nos résultats sur ces parameétres mitochondriaux étant
concordants avec ceux déja publiés.

Dans la conclusion de son article, Van den Akker précisait la nécessité de tester le
postconditionnement avec la CsA, question a laquelle nous avons répondu dans cet article. En
effet, la CsA, probablement par peur de sa toxicité, n’avait jamais été testée dans le rein dans
le post-conditionnement. Une seule publication de 1997 avait montré que la CsA aggravait les
Iésions rénales quand elle était injectée a la reperfusion. Mais la CsA était injectée plusieurs
jours de suite, a la dose de 20 mg/kg chez le rat. Or il a été montré que c’est a partir de cette
dose que les effets hémodynamiques de la CsA commencent a étre significatifs. Par ailleurs,

dans cette étude, nous n’injectons qu’un seul bolus de CsA, sans répéter 1’injection.
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ABSTRACT

Ischemia-reperfusion (IR) injury leads to mitochondrial permeability transition pore (mPTP)
opening, which contributes to cell death. The aim of this study is to test a new algorithm of
protection with an injection of two different doses of CsA just before the ischemia. Moreover,
because the CsA leads to an overexpression of HSP70, we hypothesized that HSP70 may be
another pathways of modulation of the mPTP.

Male mice had a right unilateral nephrectomy, with 30 minutes of contralateral clamping of
the renal artery. First, we tested the dose of CsA required to protect renal function in 6 groups
(sham, sham+3mg/kg and sham+10 mg/kg group, an ischemic group, a preconditioning group
with injection of 3 mg/kg of CsA (PrecondCsA-3 mg/kg) or 10 mg/kg of CsA (precond-CsA
10mg/kg) 10 min before ischemia. We tested the mPTP and oxidative phosphorylation after
20 and 24h of reperfusion, and we measured plasma creatinine and histological score after
24h of perfusion. Secondly, we tested the role of HSP70 in the CsA preconditioning by

injecting an inhibitor of HSP70 (Quercetin®) 2h before the injection of CsA. We tested

mitochondrial function and renal function after 20 min and 24h of reperfusion.

We showed an improvement of renal function only in the precondCsA-10 mg/kg after 24h of
reperfusion. The opening of mMPTP was significantly delayed with precond-10 mg/kg
compared to precond-3 mg/kg. The phosphorylation oxidative was reduced after 20 min of
reperfusion but improved after 24 h in the protected groups. The inhibition of HSP70 leads to
the inhibition of the CsA protection and to the early opening of the mPTP.

We showed that a high dose of CsA injected just before the ischemia improves renal
function and leads to the delay of the opening of mPTP mediated by an increase of

HSP70.
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INTRODUCTION

The high morbidity and mortality of acute renal failure after ischemia-reperfusion injury (IR1)
would lead to propose a pharmacological conditioning for protecting renal function.
Cyclosporine A (CsA) has been proposed as a treatment to protect against reperfusion injury
in acute myocardial infarction in experimental studies and even in a clinical study. Indeed,
several previous reports suggested that CsA protects from IRI through the inhibition of the
mitochondrial permeability transition pore (mPTP) opening by binding of cyclophilin D
(Cyp-D) located at the inner mitochondrial membrane. This mPTP opening plays a critical
role in lethal reperfusion injury at the time of reperfusion.

We have showed already that the post-conditioning with CsA protected kidney from IRI by
the delaying of the mPTP opening *. Previous reports showed also that CsA, administered 6
hours before ischemia, protects renal function 2. As the ischemic preconditioning, the timing
of the CsA injection could be essential in the renal protection. Until now, CsA has been
injected only 6 hours before ischemia 2. Initial reports in kidney suggested that the CsA
could protect through an overexpression of the heat shock protein 70 (HSP70), explaining the
timing of the CsA injection in their study. HSP70 is one of the most highly conserved and
ubiquitously expressed molecular chaperone proteins that help maintain normal cellular
function normally. HSP may shelter the cell mitochondria from reactive oxygen species,
conserving ATP levels, repairing DNA damage, maintaining tight junction integrity and
preventing calcium redistribution within the cell in renal ischemia-reperfusion 6. Previous
reports showed that Hsp70 limits apoptosis by controlling the activity of the kinases Akt and
glycogen synthase kinase-3p that regulate the activity of the pro-apoptotic protein Bax with
an inverse correlation between apoptosis, tubular injury and renal dysfunction 7. Moreover,

the Brown Norway rat, a species with an up expression of HSP70, is more resistant to IRI &
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Geranylgeranylacetone, glutamine, or geldanamycin analogues, all inducers of HSP70, have
been used successfully to protect kidney from IRI 10, Despite experimental investigations,
the protective properties of Hsp70 in renal IRI are not fully understood.

In this study, we proposed to test a new algorithm of protection with an injection just before
ischemia with two different doses of CsA. Moreover, because CsA leads to overexpression of

HSP70, we would test the link between HSP70 and mPTP.

RESULTS

Impact of CsA on renal function after 24h of reperfusion (figure 2)

First we tested if a dose of 3 and 10 mg/kg deteriorates renal function in sham mice. The
creatinine was unchanged in the 3 groups with CsA (p=0.16). The histological score was
unchanged between the 3 groups (p=0.9). As previously described, the calcic retention
capacity (CRC) is a test of the mPTP opening. More CRC increased, more mPTP is resistant
to the opening. CRC was increased significantly in the sham+ 10mg/kg CsA group (586 + 82
nmol Ca2+/mg prot) compared to the sham group (426 * 50; p=0.001,) and sham + 3 mg/kg

group (480 + 50 nmol Ca2+/mg prot, p=0.001).

Renal function and histology after 24h of reperfusion

The mortality was increased dramatically in the ischemic group, precond-CsA3mg/kg group
(40, 41% respectively, p=0.9 and p=0.2) after 24 hours after reperfusion. There was no

mortality in the precond-CsA 10 mg/kg.

The creatinine level decreased significantly in the precond-CsA 10mg/kg group compared to

the ischemic group (0.96 £ 0.36 vs 1.9 = 0.3 mg/dL, p=0.0004) and to the precond-CsA
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3mg/kg (1.5 + 0.33 mg/dL, p=0.05). There was no difference between the ischemic and

precond-CsA 3mg/kg groups, p=0.17 (Figure 3).

For histological score, the precond-CsA 10 mg/kg group was improved significantly (1.54 +
0.52) vs ischemic mice (2,85 + 0.5) and vs precond-CsA 3 mg/kg (2 £+ 0.35) after 24h of

reperfusion (Figure 3). There was no difference between ischemic and preCsA-3mg/kg group.

Impact of the CsA dose on the mPTP and oxidative phosphorylation

CRC was reduced dramatically in the ischemic group when compared to sham group 70 + 41
and 84 + 5 nmolCa?*/mg proteins after 20 min and 24h of reperfusion respectively, p=0.001.
The CRC increased significantly in the precond-CsA 3 mg/kg (160 = 28 and 192 + 52 at 20
min and 24h of reperfusion respectively) and precond-CsA 10 mg/kg group (200 £ 25 and
276 + 58 nmolCa?*/mg proteins) after 20 min and 24h of reperfusion respectively. We
showed a significant difference between the ischemic and precondCsA groups, p=0.0003
after 20 min and 24h of reperfusion. We found a significant difference between precond-CsA
3mg/kg and precond-CsA 10 mg/kg after 20 min and 24h of reperfusion, p=0.01. After the
addition of 10 pL of CsA in the cuvette, CRC was increased significantly, and up to a similar

level, in all group.

After 20 min of reperfusion, the maximal consumption of oxygen with ADP (state 3) was
decreased significantly in the ischemic group (20 £ 14, %, p=0.009) , in the the precond-CsA
3 mg/kg ( 30 £ 8) and precond —CsA 10 mg/kg ( 31 £ 9 nmol O2/min/mg prot) with no
significant difference between the 3 groups. After 24h of reperfusion, the state 3 remains
dramatically decreased in the ischemic group, 26 + 15 nmol O2/min/mg prot, p=0.04. The
state 3 was improved in the precond-CsA 3 mg/kg group (54 = 20) and precond-10 mg/kg

group (45 = 8 nmol 02/min/mg prot).
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Impact of HSP70 in the renal protection after IRI.

In order to show that CsA has also an action via the HSP70 enhancement, we injected an
inhibitor of HSP70, as already published 1. First, we verified that the HSP70 protein is
increased at 20 min of reperfusion in protected group. HSP70 increases significantly between
ischemic group and Precond-CsA 10 mg/kg at + 50%; p=0.02. There is no significant
difference between control group and precond-CsA 3 mg/kg group, p=0.08. HSP70 decreases

in the precond-CsA 10mg/kg group with the injection of quercetin, -51%, p=0.004) (figure 5)

The Creatinine level (1.53 + 0.28 mg/dL) and histological score (3.2 = 0.44) were no different

between the ischemic group and the precond-CsA 10 mg/kg + Q group (p=0.28) (figure 5).

Impact of HSP70 on the mPTP.

The inhibition of HSP70 decreased CRC dramatically after 20 min (156 * 60) and after 24h
(64 + 21 nmolCa?/mg proteins), p=0.08 and p=0.04 respectively. The state 3 was
dramatically decreased in the precond-CsA 10 mg/kg + Q group, with no difference between

the ischemic group.

DISCUSSION

In this study, we demonstrated that 1) Preconditioning with a bolus of CsA just before the
ischemia can improve renal function but depends of the dose of CsA 2) the protection with

CsA is likely related to the enhancement of HSP70 protein and his role of the mPTP.

Preconditioning: a question of dose and timing

A pharmacological preconditioning with CsA has been already performed in heart 2, liver 3

or brain . In the kidney, we showed previously that CsA can protect kidney function used in
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post-conditioning and Cour et al. showed also that CsA protected kidney function after an
cardiac arrest 1°. Previous reports showed also that preconditioning with CsA was performed
successfully with a dose of 3 mg/kg of CsA injected 6 h before ischemia because CsA was
assumed as an inductor of HSP70 2. In this study, we tested another timing and dose of CsA
and injected CsA 10 min before ischemia. However, the dose of 3 mg/kg of CsA didn’t
improve the renal function and histological score after 24h of reperfusion. This lack of
protection could be explain because HSP70 was not increased enough and because the mPTP
was not enough delayed at the reperfusion, as suggested the significant difference between
CRC in 3 mg/kg and 10 mg/kg sham groups. The dose and the timing of the injection of CsA
are a crucial point to discuss to translate these experiments to the clinical practice. Soriano et
al. showed in liver that mPTP is the most inhibited with a dose of CsA at 5 mg/kg, with a
decreased protection with a dose superior to 10 mg/kg . In the kidney, we found that an
increased dose of CsA increased the inhibition of mPTP in sham mice. Moreover, CSA
directly put in contact with mitochondria in the cuvette performed a better inhibition that CsA
injected intravenously. However, if CsA is injected 1h before ischemia at 3mg/kg, renal

function is protected (data not shown).

Role of the mPTP in CsA preconditionning

The opening of the mPTP is a key event in ischemia-reperfusion and previous reports
demonstrated that preconditioning inhibits the mPTP opening, through the modulation of
CypD binding to components of the pore. Conversely in the kidney, mPTP has never been
study in vivo in renal ischemia reperfusion and preconditioning. There was only studies in
vitro that showed mPTP is also sensitive to the inhibition of CypD by CsA in tubular
proximal cells after hypoxia-reoxygenation 7. We showed also that the CRC increased in the

pré-CsA groups compared to the ischemic group, early in the reperfusion (20 min), with a
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prolonged effect on the CRC at 24h of reperfusion. It is generally accepted that cypD,
binding by CsA, is a regulatory component of the mPTP 8 CypD is expressed in the
mitochondrial matrix and is an essential component of the mPTP. Indeed, previous report
showed that mice cypD - are protected after an ischemia reperfusion processus in heart ° or
in kidney confirming the role of CypD 2°. There was only one study in vitro that showed
mPTP is also sensitive to the inhibition of CypD by CsA in tubular proximal cells after
hypoxia-reoxygenation 21. We showed also that the respiration is dramatically decreased for
each group at 20 min of reperfusion, as already described in post-conditionning 22, who
showed that the coupling respiration/phosphorylation is severely impaired at the end of
ischaemia, according to others observations in heart 23. However, we showed an improvement
of respiration at 24h of reperfusion with a better mitochondrial coupling after a
preconditioning at 24h of reperfusion. In kidney, there is poor data about the preconditioning
with CsA, and the main mechanism was explained currently by a decrease of apoptosis via

the signaling pathways of HSP70 and of the mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) 3.

CsA has probably never been tested at this dose of 10 mg/kg in Kkidney because it is
considered as a nephrotoxic drug. However, the protection is obtained after a unique bolus of
CsA with a reduced risk of vascular toxicity. In our study, no optic lesion was found in sham
group after CsA injection even in the sham+CsA10mg/kg group. Moreover, even if CsA
increases renal vascular resistance and decreases renal blood flow, the hemodynamic impact
of CsA is transient (<10 min) as demonstrated experimentally with a renal blood flow 2426,

Preconditioning with CsA inhibits mPTP and improves mitochondrial respiration.

HSP70 and mPTP
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Yang et al. chose to inject the CsA, 6h before the ischemia because of the hypothesis that
CsA increased HSP70. The hypothesis was strengthen by singh et al who inhibits HSP70 and
showed the lack of renal protection after this inhibition 2. The importance of HSP70 is
highlighted by the death of KO mice 7 on the order of 75% 72h after ischemia 25 min in the
Wang’s study ’. Suzuki et al. showed also that the enhancement of HSP70 improved renal
function?’, and Bidmon et al. showed that HSP70 repairs tubular proximal tubule 28, It was
shown that overexpression of HSP70 in transgenic mice protects the heart via a mitochondrial
protection 2°. The protective effect of HSP70 in renal IR is not completely understood and it
IS suggested that this protection is mediated by the correction of protein conformation,
cytosqueletal stabilisation, anti inflammatory effects, anti apoptotic properties and stimulation
of regulatory T cells 5. It has been shown also that the ischemic preconditioning could
increase the synthesis of HSP70, resulting in an improvement in renal function after 45 min
of ischemia in the rat. Taken together all these observations that rise before the
overexpression of HSP70 ischemia provides cell protection. In our study, we confirmed that a
bolus of CsA increased HSP 70 compared to ischemic group early at the reperfusion with a
dose of CsA. In previous report, the expression of HSP70 was increased after 2h of injection
with a dose of 3 mg/kg. We showed that a dose of 10 mg/kg increased significantly HSP70
after 1h of CsA injection. Moreover the inhibition of HSP 70 by Quercetin leaded to decrease
renal protection and also decreases the CRC. We showed in this study that the enhancement
of HSP70 can have an impact on the opening of the mPTP, since his inhibition was leading to

an early mPTP opening.

In conclusion, we showed that the protection of CsA preconditionning is dose and time

dependant and is mediated, as the CsA-postconditioning by the delay of the opening of
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mPTP. This injection of the CsA increased the HSP70 that have a link with the mPTP since

his inhibition inhibits the protection of CsA.

MATERIALS AND METHODS

1. Surgical preparation
All experiments were performed in accordance with the Principles of Laboratory animal care

and French local law with number BH2012-81.

Eight to 10-week old male C57BL6 mice (Charles River, France) were anesthetized by
intraperitonal injection of xylazine (5 mg/kg, Rompun®, Bayer, Puteaux, France), ketamine
(100 mg/kg, Imalgene® 1000, Acyon, Melan, France), and bupremorphine (0,075mg/kg,
Vetergesic®, Sogeval, Laval, France). Body temperature was maintained at 37°C using a

homeothermic pallet unit.

The animals were intubated orally using a 22-gauge catheter and ventilated with a rodent
ventilator (Minivent, Harvard Apparatus, March, Germany) with a volume of 0.15 mL and a
breath rate of 140 /min. After laparotomy and right nephrectomy, a 30-minute period of
ischemia of the left kidney was obtained by selective clamping of the left renal vascular
pedicle using a microvascular clamp (Roboz Surgical Instruments, Washington, DC).

Ischemia and reperfusion were confirmed visually with the coloration of the left kidney.

2. Protocol 1: Impact of the dose of CsA on mPTP and renal function
We performed 6 groups sham (n=4), sham with 3mg/kg of CsA (n=4), sham with 10 mg/kg
of CsA (n=4), ischemic (n=8), pre-conditioning with CsA with 3 mg/kg of CsA (n=8), pre-

conditioning with CsA with 10 mg/kg of CsA (n=6). All animals underwent right
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nephrectomy followed by a 20 min or 24-hours reperfusion period (Figure 1).
Preconditioning (pre-cond) consisted in the intravenous injection of CsA at 3mg/kg (Precond-
3mg/kg) or 10 mg/kg (precond-10 mg/kg), 10 min before the ischemia. Immediately after the
surgical procedure, the mice were hydrated with a subcutaneous injection of 1 mL of 0.9%
saline. We performed withdrawn of 250 pL of blood by retro-orbital puncture. The Kidney
was removed rapidly and divided in 3 samples, one for isolation of mitochondria, one for
histology and one for immunoblot analysis; then mice were euthanized under deep

anaesthesia.

3. Protocol 2: Link between HSP 70 and mPTP in renal protection of CsA

In this new set of experiments, mice received Quercetin (100mg/kg, I.P, sigma aldrich, saint
Quentin-fallavier, France), an inhibitor of HSP70 in the sham mice (n=4) and 2 hours before
the CsA injection (n=6). We sacrificed the mice after 20 min and 24h of reperfusion and then

we performed the same procedure than in protocol 1.

4. Renal parameters

Assessment of acute renal failure was determined 24h after reperfusion by measuring the
serum concentration of urea and creatinine. Urea was measured with urease test and serum
creatinine was measured by an enzymatic method (Vista 1500, Siemens Healthcare, Erlangen,
Germany). Renal tissues were embedded in formol. Four-micrometer sections were stained
with periodic acid-Schiff reagents. Tubular injury was scored semi-quantitatively using a
scoring system ranging from O to 4 by a blinded pathologist who examined at least 10 fields

(%200 magnification). Tubular injury was defined as a tubular dilatation, sloughing of tubular
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epithelial cells, or naked tubular basement membrane. Only tubules in the outer stripe of the
outer medulla (most sensitive zone for ischemic injury) were included in the following
scoring system: 0=no tubular injury; 1=<20% of tubules injured; 2=21-50% tubules injured,

3=>50% damage of tubule cells; 4=total destruction of all epithelial cells 3.

5. Mitochondrial explorations

a. Preparation of isolated mitochondria

For mitochondrial isolation, the kidney was excised and immediately placed in a cold
isolation buffer, containing (0.25 M sucrose, 2 mM EGTA and 10 mM Tris, pH 7.4). The
tissue was cut with scissors and mixed in the same buffer (10 pL buffer/mg tissue) with a
Potter-Elvehjem. The homogenate was centrifuged at 600 g for 7 min and the supernatant at
6400 g for 10 min. The mitochondrial pellet was suspended the mitochondrial pellet was
suspended and homogenized in the same buffer without calcium chelating agent. Protein

weight was measured according to the Bradford method.

b. Calcium retention capacity

The calcium retention capacity (CRC) represents the amount of Ca?* necessary to trigger a
massive Ca?* release (expressed as nmol Ca?* /mg mitochondrial proteins) by mitochondria
into the cytosol as described by Ichas et al 3. CRC is a functional test of the resistance of
mPTP pore opening to a calcium overload. Isolated mitochondria (250 pg proteins) were
suspended in 2 mL of buffer C (150 mM sucrose, 50 mM KCI, 2 mM KH2PO4, 5 mM
succinic acid in 20 mM Tris—Hcl pH 7.4) in a polystyrene cuvette. Extra-mitochondrial Ca?*
concentration was measured with a Hitachi F2500 spectrofluorometer in the presence of 0.8

pmoL Calcium Green-5N (with excitation and emission wavelengths set at 500 and 530 nm,
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respectively). Ten nM CaCl2 pulses were performed every minute. Each CaCl2 injection
causes a peak of extra-mitochondrial Ca?* concentration; then Ca?* is reabsorbed by the
mitochondria, resulting in a return to near-baseline level of the extra-mitochondrial Ca?*
concentration (Fig. 2). The abrupt increase of extra-mitochondrial Ca?* concentration

indicates a massive release of Ca?* by mitochondria due to the opening of mPTP.

c. Oxydative phosphorylation

Mitochondrial respiratory function is measured at 25°C using a Clark-type oxygen method
electrode (Oroboros oxygraph, Austria). Mitochondria (250 ug proteins) were incubated in
the respiration buffer (pH7.4) containing 80 mM KCI, 50 mM MOPS, 1mM EGTA, 5 mM
KH2PO4 and 1mg/mL defatted BSA. Pyruvate/malate/glutamate (complex | subtrates, 3 mM
each) The measurement of oxygen consumption is expressed in nmol of oxygen/min/ mg of
protein. The state 3 is the actively respiring state, i.e the maximal oxygen consumption
stimulated by ADP when all required components are presents; the state 4 is the oxygen
consumption after completion of ADP phosphorylation, characterized by a low respiration
rate. The respiratory control index (RCI) was determined with the ratio state3/state 4 and
indicates the tightness of the coupling between respiration and phosphorylation, i.e the

capacity of the mitochondria to consume oxygen for producing ATP.

6. Immunoblot analysis

Thirty to hundred pg protein samples were separated by SDS-PAGE (12-15% acrylamide)
and transferred to nitrocellulose membranes. Blots were blocked with 5% non-fat milk or
BSA in Tris-buffered saline (TBS). Then, membranes were incubated with primary

antibodies: antibodies direct against HSP70 (1/500) (BD transduction laboratories, France) at
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4°C overnight. All antibodies were incubated in TBS-Tween20 (0.05%)-1% BSA or non fat
milk. Blots were then washed and incubated with horseradish peroxidase-conjugated
appropriate anti-1gG (1/10000) for 1 hour at room temperature. Enhanced chemiluminescence
was performed with the ECL Western blot detection kit (Amersham, GE Healthcare Europe
GmbH, Saclay, France) according to the manufacturer’s instructions, and blots were exposed
to hyperfilm. Equal loading was evaluated by GADPDH staining. Density of protein bands
was computerized (Image J software, NIH, Bethesda, Maryland, USA) and expressed relative

to the WT group values.

7. Statistical analysis

Data are expressed as the mean + SEM. Difference between several groups was assessed with
ANOVA one way and boferroni correction. Groups were compared using the Mann and

Witney test (Graphpad software®). A difference of p<0.05 was considered significant.
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Table 1

20@nin@feperfusionl 24hDffeperfusiond
State3[ State@ [ RCIZ State30 State@ [ RCIZ
Shamp 53+ 17* 8+1 49+0.17* 63+15* 12+£2 52+0.7
Ischemic 20+4 6+2 3+£0.7 27+15 15+14 2+£1*
Precond-3mg/kg 30+8 8+3.3 3+0.8 54+3* 163 3£09*
Precond-10 mg/kg 31+9 8+1 34+09 44+6* 12+1.7 39+£03*
Precond-10 mg/kg+Q 18+4 57+24 2.8+0.2 26+5 6+1 4+£04*

Table 1: Oxidative Phosphorylation. State 3 and state 4 were measured in isolated
mitochondria with pyruvate/malate/glutamate as substrates of complexe | and are expressed
in nmol Oz2/min/mg of proteins. RCI: respiratory control index (state3/state4). Values are
mean + SD. (n=4 to 8). The oxidative phosphorylation is measured at 20 min or 24 h of
reperfusion.

* p< 0.05 vs ischemic
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Legends to figures

Figure 1:

Experimental design: All groups except sham underwent 30 min of ischemia with
contralateral nephrectomy followed by 20 min or 24h of reperfusion. The CsA is injected at 3
or 10 mg/kg 10 min before ischemia The inhibitor of HSP70 is injected 2h before the
injection of CsA. (n=4 to 8 per groups).

Figure 2: Sham groups. A. Serum creatinine in the 3 different sham groups. There is no
difference between the 3 groups. B. Histological score. There is no difference between the 3
groups. C. Retention calcic capacity. The increased dose of CsA increased the CRC, with a

significant difference between the Sham-10 mg/kg group vs sham and sham + 3 mg/kg group.

Figure 3 : A. Plasma creatinine levels B. Urea levels on 250 pL of blood. C. Histological
score at 24h of reperfusion * for p< 0.05 vs control. E. Sham F. Ischemic group. G. Pre-cond
3-mg/kg group and I/ PRecond-10mg/kg group. Tubular injury was defined as a tubular
dilatation, sloughing of tubular epithelial cells, or naked tubular basement membrane. the
following scoring system: was used 0=no tubular injury; 1=<20% of tubules injured; 2=21—
50% tubules injured; 3=>50% damage of tubule cells; 4=total destruction of all epithelial

cells.

Figure 4: Calcic retention capacity.at 20 min and 24 h of reperfusion. Inhibition of mPTP
opening was significantly reduced in ischemic group vs sham. The CRC of thePre-CsA
10mg/kg is improved at 20 min and 24h of reperfusion, vs ischemic and precond-3 mg/kg
espectively. * p< 0.05 vs ischemic. B. Calcic retention capacity with CsA 10 pL in the

cuvette.

Figure 5: protocol2: analysis with the inhibitor of HSP70. A. Western blot of HSP70. HSP70
is increased in the precond-10 mg/kg group. B. Plasma creatiine levels. No protection with
the inhibitor of HSP70/. C. Calcic retention capacity. CRC is decreased by Quercetin. D.
Hsitological score. The inhibition of HSP70 increased the histological score. E. histological

analysis for sham + quercetin. F: histological analysis for PRecond10 mg/kg and quercetin.
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Figure 1:
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Protocol 2
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Figure 3
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B. Résultats complémentaire :

D’autres résultats non soumis dans cet article completent notre travail:

1. Dosage des taux résiduel de CsA

Afin de monitorer la toxicité éventuelle de la dose de CsA injectée a la souris, nous avons
réalisé¢ un dosage du taux résiduel de CsA 24h apres I'injection de CsA (n=2 pour precond-
3mg/kg et précond-10 mg/kg). Le taux résiduel est de 30 ug/L pour le groupe précond-
3mg/kg et de 36 ug/L pour le groupe précond-10 mg/Kkg.

Par ailleurs, nous avons également réalisé un dosage de la CsA au niveau du surnageant apres
préparation des mitochondries pour réaliser un dosage de CsA. La dose moyenne dans le
groupe précond-CsA 3 mg/kg est de 1931 ug/L (n=3) et de 3139 ug/L dans le groupe

précond-10 mg/kg (n=3). (Figure 27)
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Figure 27: Concentration intra cellulaire rénale de la CsA au début de I’ischémie entre

différentes doses de CsA (3 et 10 mg/kg).
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2. Effet dose et effet timing dans le pré-conditionnement avec la CsA (suite)

Dans ce contexte de pré-conditionnement a la CsA, nous avons testé egalement dans
notre modeéle un pré-conditionnement a une dose de 3 mg/kg de CsA injectée 1 heure avant

I’ischémie (n=6), précondCsA-1h.

2.1. Fonction rénale et histologie
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Figure 28: Dosages de la créatinine plasmatique entre le groupe préconditionnement a 3
mg/kg inject¢ 1h ou 10 min avant I’ischémie. A: Comparaison du taux de créatinine
plasmatique dans le groupe sham (n=4), ischémique (n=6), précond-CsA 3 mg/kg 1h avant
I’ischémie (n=6), précond-CsA 3 mg/kg 10 min avant I’ischémie (n=6) et précond-CsA 10
mg/kg 10 min avant ’ischémie (n=6). B: Comparaison du score histologique dans le groupe
sham (n=4), ischémique (n=6), précond-CsA 3 mg/kg 1h avant I’ischémie (n=6), précond-
CsA 3 mg/kg 10 min avant I’ischémie (n=6) et précond-CsA 10 mg/kg 10 min avant

I’ischémie (n=6).
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* p<0,05 vs groupe ischémie
+ p<0,05 vs groupe sham

Il existe une diminution significative du taux de créatinine plasmatique dans le groupe
précond-CsA 3 mg/kg-1h ((créatinine a 0,97 + 0,36 mg/dL)) vs le groupe ischémique (1,9 £
0,57 mg/dL), p=0,001, et vs le groupe précond-CsA 3 mg/kg — 10 min (créatinine a 1,5 + 0,3
mg/dL), p= 0,001. Il n’y a pas de différence entre le groupe précond-CsA 3 mg/kg-1h et le
groupe précond-CsA 10 mg/kg, p=0,9.
Les lésions histologiques du groupe précond-CsA 3 mg/kg-1h (1,7 + 0,1) sont plus faibles

que les Iésions du groupe ischémie (score 2,9 + 0,5), p=0,01.

2.2. Capacité de rétention calcique et phosphorylation oxydative

2.2.1. Capacité de rétention calcique

La capacité de rétention calcique est estimée a 213 = 78 nmol de Ca?/ mg de
protéines pour le groupe précond-CsA 3 mg/kg-1h, contre 192 + 52 pour le groupe précond-
CsA 3 mg/kg-10 min et 273 + 58 nmol de Ca?*/ mg de protéines dans le groupe précond-CsA
10 mg/kg. 1l existe une différence significative entre le groupe ischémique (84 + 51 nmol de
Ca®*/ mg de protéines) et le groupe précond-CsA 3 mg/kg-1h, p=0,0001). Il n’y a pas de

difference dans la CRC entre le groupe précond-CsA 1h et précond-CsA 10 mg/Kkg.
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Figure 29: Capacité de rétention calcique En fonction du temps d’injection de la CsA.
Comparaison de la capacité de rétention calcique dans le groupe sham (n=4), ischémique
(n=6), précond-CsA 3 mg/kg 1h avant I’ischémie (n=6), précond-CsA 3 mg/kg 10 min avant
I’ischémie (n=6) et précond-CsA 10 mg/kg 10 min avant 1’ischémie (n=6).

* p<0,05 vs le groupe ischémie

+ p<0,05 vs le groupe sham
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2.2.2. Phosphorylation oxydative

Sham Ischémie PrécondCsA- PrécondCsA- PrécondCsA-
3mg/kg 10 10mg/kg 10 1h
min min
Etat 3 63+12* 27 +15 54 +20* 44+6* 42+ 84 *
Etat 4 12 +2 15+14 16+3 12+ 2 10+ 3
RCI 51+0,6* 26+1,2 3+1* 39+0,3%* 4+04*

Tableau 5: Phosphorylation oxydative pour le complexe | dans le groupe sham (n=4),
ischémique (n=6), précond-CsA 3 mg/kg 1h avant I’ischémie (n=6), précond-CsA 3 mg/kg 10
min avant I’ischémie (n=6) et précond-CsA 10 mg/kg 10 min avant I’ischémie (n=6).

* p<0,05 vs groupe ischémique
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3. Comparaison entre Defficacitt du pré-conditionnement et celle du post-

conditionnement

Avant de proposer une application en recherche clinique, il est intéressant de déterminer
quel type de conditionnement pourrait-étre le plus efficace.
La mortalité des souris préCond-CsA 10 mg/kg est de 0%, de 8% pour les souris postCsA et
de 20% pour les souris PostCl. Cette mortalité supérieure dans le groupe PostCl tient de la
difficulté chirurgicale a réaliser un clampage-déclampage sans léser le pédicule vasculaire
dans un modé¢le murin. Il n’y a pas de différence significative en terme de créatinine entre les
3 protections, bien que la moyenne du postCsA soit tout de méme plus élevée. Il n’y a pas de
différence significative en terme de CRC entre les 3 groupes.

En somme, la seule différence retrouvée dans ces différents conditionnements est la mortalité.
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Figure 30: Comparaison de la fonction rénale entre le pré-conditionnement par la CsA, le
post conditionnement par la csA et le PostCI.

* p<0,05 vs groupe précond-CsA 10 mg/kg
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Figure 31: Comparaison de le CRC entre le préconditionnement par la CsA, le post

conditionnement par la csA et le PostCl. A. CRC a 20 min de reperfusion. B. CEC a 24h de

reperfusion.

* p<0,05 vs groupe précond-CsA 10 mg/kg
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4. Ischémie-reperfusion chez les souris cypD-KO

4.1. Fonction rénale

Il existe une différence significative entre la créatininémie des souris C57BL6
ischémiques et les souris CypD-KO ischémiques, p=0,04. Cependant il n’existe pas de

différence en terme d’histologie entre les souris ischémiques C57BL6 et cypD-KO.

Histological score

Plasma levels creatinine (mg/dL)

Figure 32: Taux de créatinine plasmatique et score histologique au cours de I’IR des souris
CypD-KO.
* p<0,05 vs groupe ischémie

+ p<0,05 vs groupe sham
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4.2. Fonction mitochondriale

4.2.1. Capacité de rétention calcique

La CRC augmente de maniére significative chez les souris sham qui ont eu une

injection de CsA et chez les sham CypD KO. Il existe une différence significative entre la

CRC des souris cypD KO et des souris qui ont eu une injection de CsA.
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Figure 33: Comparaison de la mesure de la capacité de rétention calcique entre les souris
sham C57BL6 et cypD KO dans le rein.
* p<0,05 vs groupe sham

+ p<0,05 vs sham — CsA 10 mg/kg
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Chez les souris ischémiques, la CRC est significativement augmentée chez les souris

cypD KO comparée aux souris protégées par la CsA, a 20 min et a 24h de reperfusion.
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Figure 34: Comparaison de la mesure de la capacité de rétention calcique entre les souris
ischémiques C57BL6 et cypD KO et les souris protégées par la CsA dans le rein.

*vs sham

1 vs CypD-IR

FvsIR

II n’y a pas de différence entre la CRC des souris cypD KO avec ou sans CsA dans la cuve.
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Figure 35: Comparaison de la mesure de la capacité de rétention calcique entre les souris
ischémiques C57BL6 et cypD KO et les souris protégées par la CsA dans le rein avec ou sans
CsA dans la cuve.

*vs le groupe sans CsA dans la cuve
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4.2.2.Phosphorylation oxydative

Sham C57BL6 Sham CypD Ischémique Ischémique
KO C57BL6 CypD KO
Etat 3 58 +12 65 + 14 31+19* 39+22*
Etat 4 12 +2,3 13+£26 11+9 11+6
RCI 5,2+0,57 4,8+0,25 28+13* 33+£0,6*

Tableau 6 : Phosphorylation oxydative dans le groupe cypD-KO.
Il n’y a pas de différence a 24h de reperfusion entre les souris ischémiques C57BL6 et les
souris ischémiques CypD KO tant au niveau de 1’état 3 que du RCI. Il n’y a pas de différence

entre les souris sham C57BL6 et les souris CypD KO.
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C. Synthese et discussion

L’injection intra veineuse de CsA a pour conséquence une concentration élevée de
CsA intra-cellulaire a 10 min de I’injection au moment de I’ischémie. Les résultats des taux
résiduels a 24h montrent que nous ne sommes pas dans des situations d’immunosupression

chronique ou le taux résiduel de CsA varie habituellement entre 80 et 150 ug/L.

Nos résultats confirment également que les séquences d’injection de la CsA ainsi que
la dose injectée sont déterminantes. Plus I’injection de CsA est rapprochée de 1’ischémie, plus
la dose doit étre importante. Ce sont des informations a prendre en compte dans I’application
a la clinique. Dans le préconditionnement ischémique, il a déja été montré que 1’algorithme
de courtes séquences d’ischémie-reperfusion avant une ischémie longue est déterminant dans
la néphroprotection (159). De la méme maniere, il semble qu’une dose croissante de CsA in
vitro sur les cardiomyocytes augmente la résistance a 1’ouverture du mPTP. Par ailleurs,
Soriano et al. discutent également I’efficacité de la dose de CsA sur le mPTP dans I'IR
hépatique, avec une dose d’efficacité maximale de 5 mg/kg (318). Dans la littérature, en
fonction de I’espéce animale et de 1’organe étudié, les doses injectées de CsA sont différentes
(319). En effet, une dose de 10 mg/kg de CsA est injectée a la souris et au rat (202), une
dose de 5 ou 10 mg/kg au lapin (132,231) et une dose de 5 mg/kg au porc (320) dans le coeur.
Dans le cerveau, une dose de 10 mg/kg est injectée aux souris (321). Comme nous avons
précédemment décrit, 1'utilisation de la CsA dans le rein est plus délicate du fait d’un effet
hémodynamique direct sur la vascularisation rénale. La seule dose testée dans les publications

antérieures était une dose de 3 mg/kg 6h avant I’ischémie (280,281). Dans notre travail, nous
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avons donc testé différentes doses de CsA (3 et 10 mg/kg), et différents timing (1h et 10 min
avant I’ischémie). Rapprocher I’injection de CsA semblait important dans 1’optique d’une
application a la clinique. En effet, ’injection 6h avant peut-étre plus difficile a anticiper
qu’une injection 10 min avant, en termes de planning opératoire. Nous confirmons au niveau
rénal ce qui avait été précédemment décrit dans les autres organes, a savoir une resistance
croissante a I’ouverture du mPTP avec une dose croissante de CsA. Nous avons donc pu
mettre en évidence que la dose de CsA a injecter pour une protection de la fonction rénale
¢tait optimale pour une dose de 10 mg/kg 10 min avant I’ischémie. Cette injection, unique, en
bolus, n’entraine pas de néphrotoxicité surajoutée. Par ailleurs, il n’a jamais été décrit de
néphrotoxicité avec cette utilisation en bolus dans les différentes études cliniques
pharmacologiques précedemment publiées. En effet, I’étude récente de Chiari et al. montre
une cardioprotection dans la chirurgie valvulaire avec pré-conditionnement a la CsA sans
modification significative de la clairance de la créatinine (269). Par ailleurs Piot et al. dans
I’essai clinique de cardioprotection en post-conditionnement par la CsA dans I’infarctus du
myocarde ne montre pas non plus d’effets secondaires sur la fonction rénale (322). Dans ces 2
cas, la CsA était injectée a la dose de 2,5 mg/kg de CsA. Dans notre étude expérimentale, la
dose de CsA protectrice correspond a celle du modele animal murin de I’infarctus du
myocarde. Bien que Ysebaert et al. aient montré des conséquences néfastes sur la fonction
rénale apres I’injection de 20 mg/kg de CsA chez le rat en post conditionnement, cette étude
utilisait des doses ayant précédemment montré un effet hémodynamique aigu significatif et
Iinjection de CsA était répétée les jours suivant 1’ischémie (323). Les conditions
expérimentales étaient donc différentes du protocole actuel ou une seule injection est réalisée.
De plus, I’injection en bolus ne montre pas d’altération du parenchyme rénal dans notre

étude.
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Le role de ’'HSP70 dans la néphro-protection est également un élément important a
discuter. En effet, nous montrons pour la premicre fois que I’HSP70 pourrait avoir un lien
avec le mPTP. En effet, comme nous I’avons décrit précédemment, la surexpression de
I’HSP70 avant I’ischémie permet de protéger la fonction rénale (292,324) mais également la
fonction cardiague (325). De nombreux essais expérimentaux ont utilisé des
préconditionnements pour augmenter cette HSP70, notamment avec I'utilisation du GGA et
de la glutamine (293,301). Cependant aucune translation en recherche clinique n’a été
proposée du fait de I’absence claire d’explication a cette néphro-protection. Nous montrons
avec cette étude qu’il existe un lien avec le mPTP puisque I’inhibition de cette HSP70
entraine une ouverture précoce du mPTP.

Ce lien entre HSP70 et mPTP pourrait étre un autre mécanisme de protection contre
I’ischémie reperfusion, sur laquelle il serait possible de proposer d’autres alternatives
thérapeutiques. Les nombreuses données sur la littérature relatent effectivement un lien entre
HSP70 et mitochondrie. Il a été montré que 1’induction de HSP70 chaperonne la superoxyde
dismutase de type 2 jusqu’a la membrane externe de la mitochondrie, ou le complexe se
dissocie pour importer le SOD-2 dans la matrice mitochondriale et se liec a ’HSP70
mitochondriale (326). Les concentrations d’ATP intra cellulaire semble dans cette étude
réguler les interactions entre HSP70 et SOD2. Une des hypothéses que I’on pourrait fournir
sur le role de ’HSP70 dans I’ischémie reperfusion pourrait donc étre une importation
adéquate de la SOD et ainsi une diminution du stress oxydant et du découplage de la chaine
respiratoire. Pendant 1’ischémie, la diminution de I’ATP pourrait entrainer une diminution du
SOD-2, une aggravation du stress oxydant, et donc une ouverture plus rapide du mPTP. Par
ailleurs, il a également été montré que ’activité de la SOD-1 et 2 était significativement
diminuée chez les souris KO HSP70. Une étude a pu montrer que dans des cellules tubulaires,

I’hypoxie-réoxygénation augmentait ’HSP70 via 1’augmentation de 1’Hypoxia-inductible
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factor (HIH-1a) (303). Une seconde hypothése qui pourrait donc étre envisagée est la
réalisation d’un pré-conditionnement ischémique simulé par ’effet hémodynamique de la
CsA. Cependant il a également été montré que la CsA entrainait une synthése d’endothéline,
et une inhibition de HIH-1a. Des expériences complémentaires sont donc nécessaires pour
déterminer 1’action de ’HSP70 sur le mPTP.

Par ailleurs, il a été montré que la GRP78, une HSP70 située dans le réticulum
endoplasmique, se déetacherait de la membrane du RE pour se lier aux protéines malformées.
Il'y aurait une redistribution de la GRP78 dans la membrane du RE. La surexpression de la
GRP78 modulerait ’ouverture d’un translocon et d’un relargage du calcium lors du stress
cellulaire (327).

La Figure 36 décrit donc la synthése des ¢léments jusqu’a présent démontrés.

Figure 36 : Résumé des résultats de recherche. A. Synthése des résultats expérimentaux

présentés B. CsA : Ciclosporine A- HSP70 : Heat Shock Protéine 70- CypD : Cyclophiline D.
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De maniére surprenante, nous n’avons pas retrouvé de protection chez les souris
cypD-KO comparé aux résultats antérieurs de la littérature, que ce soit dans le ceeur, dans le
cerveau ou sur le rein. En effet, Panadilam et al. ont montré que les souris cypD-KO étaient
mieux protégées que les souris WT (134) . Une ischémie de 37 min avait été réalisée, donc 7
min superieure a notre modele chirurgical. Par ailleurs, Park et al. ont également montreé in
vitro une différence en terme d’ouverture de mPTP mais également de protection face a
I’hypoxie-réoxygénation (234). Deux explications peuvent étre fournies : la différence de
fond génétique et le modele opeératoire.

Le fond génétique de nos souris cypD-KO est un fond mixte C57BL6 et SV tant que celui de
Panadilam est un fond C57BL6 pur. La critique de nos résultats est que nous n’avons pas
comparé nos souris cypD-KO a leur WT correspondant, mais aux souris C57BL6 pure.

Dans un second temps, le modéle chirurgical a pu avoir un réle. En effet, un clampage
bilatéral est réalisé dans la littérature. Ces résultats en termes de fonction rénale sont
surprenants étant donné que la CRC est augmentée chez ces souris. Enfin, nous n’avons pas
réalis¢ d’analyses histologiques en microscopie électronique afin de vérifier I’absence
d’anomalies structurales rénales qui pourraient expliquer ces résultats. En effet, les cellules
rénales étant trés hétérogenes, il est possible que I’absence de CypD entraine des anomalies
architecturales ne pouvant étre mise en évidence avec une simple analyse en microscopie

optique.
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Partie V

Conclusion
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L’insuffisance rénale aiglie a des conséquences importantes en terme de morbi-
mortalité. Bien que la CsA ait une action vasoconstrictrice et soit également néphrotoxique
lors de son utilisation chronique, nous avons montré qu’elle permet de protéger le rein des
Iésions d’ischémie-reperfusion par injection d’un seul bolus de ciclosporine 10 min avant
I’ischémie a la dose de 10 mg/kg, ou bien par I’injection de CsSA 5 min juste avant la
reperfusion. Nous avons pu montrer que son utilisation n’était pas délétere, mais qu’elle
offrait également une protection significative sur le parenchyme rénal lors d’une situation
d’ischémie-reperfusion.

Le timing d’injection et la dose de CsA doivent étre un élément déterminant a prendre en
compte lors de la translation a la clinique. Dans les suites de cette validation expérimentale, il
nous semble maintenant nécessaire de proposer une étude clinique afin de démontrer I’ intérét
d’un bolus de CsA pour protéger la fonction rénale lors d’un épisode d’ischémie-reperfusion.
Seul le post conditionnement ischémique a distance a montré une certaine efficacité suivant
ses conditions de réalisation dans des essais cliniques. L’adjonction de CsA pourrait étre une
arme thérapeutique supplémentaire et un essai randomisé permettrait de valider cette
hypothese. La transplantation est un domaine qui pourrait bénéficier d’un conditionnement
par la ciclosporine A, d’autant plus que cette drogue est déja utilisée dans les suites. Cette
situation clinique est néanmoins complexe puisqu’il faut également prendre en compte, en
plus des lésions lies a I’ischémie chaude, celles liées a I’ischémie froide. Le moment de
I’injection est dans ce contexte crucial a déterminer puisque la CsA utilisée en pré-
conditionnement pourrait étre injectée au donneur, alors que la CsA utilisée en post-
conditionnement serait a injecter au receveur. Par ailleurs, il pourrait méme se discuter

d’associer 2 conditionnements différents, un préconditionnement a la CsA chez le donneur et

197



un post-conditionnement ischémique chez le receveur. Cependant au niveau expérimental, il a
été montré que le pré-conditionnement avec la CsA chez le donneur dans un modele de
transplantation rénale chez le rat n’avait pas d’efficacité sur la fonction rénale (333). Dans cet
article, la CsA était utilisée a la dose de 5 mg/kg, et donc peut étre insuffisamment dosée. Par
ailleurs, il a ét¢ montré dans le coeur que I’association PostCI et preCond-CsA n’apportait pas
de protection supplémentaire. Le conditionnement par la CsA pourrait également étre
envisagé dans les situations de clampage aortique, en cas de néphrectomie partielle ou de
chirurgie aortique.

Les résultats expérimentaux de cette thése sont donc une premiére étape justifiant la
conception d’un essai randomisé a 1’échelle humaine afin de diminuer les risques d’apparition

d’une TRA au cours des épisodes d’ischémie-reperfusion en néphrologie.
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RESUME

L’ischémie-reperfusion (IR) rénale entraine des lésions de nécrose tubulaire aigue, nécessitant parfois
une épuration extra rénale transitoire voir définitive. La mitochondrie joue un réle important dans la
physiopathologie de ces lésions d’IR en entrainant la mort cellulaire. L’étude de I'IR dans la cellule
cardiaque a permis de mettre en évidence le r6le central du pore de transition de perméabilité
mitochondriale (mPTP) dans le déclenchement de cette mort cellulaire. La ciclosporine (CsA) a été
proposée comme thérapeutique pour protéger la cellule des 1ésions d’IR en retardant 1’ouverture de ce
mPTP. Cependant la CsA a des effets rénaux vasoconstricteurs aigus, nécessitant une validation
expérimentale de sa protection dans I’IR rénale. Au cours de ce travail de these, nous avons mis au
point un mode¢le murin d’IR rénale. Ensuite nous avons montré que le post-conditionnement a la CsA,
ainsi que le post-conditionnement ischémique, permettent d’améliorer la fonction rénale avec un
retard a I’ouverture du mPTP. Dans un deuxieme travail, nous montrons que le pré-conditionnement a
la CsA est dose et temps dépendant, et médié¢ en partie par I’augmentation d’expression d’une protéine
chaperonne, 1’Heat Shock Protéine 70 (HSP70). L’injection en bolus de CsA permet également
d’améliorer la fonction rénale dans ce modéle d’IR avec un retard a I’ouverture du mPTP. Nos
résultats ouvrent de nouvelles perspectives dans la protection rénale, notamment dans la réduction des
épisodes d’insuffisance rénale aigue apres chirurgie aortique ou en transplantation rénale.

TITLE
Pharmacological conditionning with Cyclosporin A in renal ischemia reperfusion

ABSTRACT

Ischemia-reperfusion (IR) is a situation encountered in transplantation or during aortic surgery, which
can result in renal damages, requiring sometimes transient or definitive dialysis. Mitochondria play a
crucial role in the pathophysiology of IR causing cell death. Previous studies of cardiac IR highlighted
the role of mitochondrial permeability transition pore (mPTP). Cyclosporin A (CsA) has been
proposed as a treatment to protect the kidney from IR by the delay of the opening of the mPTP.
However, CsA has acute renal hemodynamic effects and a long-term toxicity, requiring an
experimental validation of its protection in the renal IR. In this work, we developed a mouse model of
renal IR. In a first study, we showed that the post-conditioning with CsA and ischemic post-
conditioning improve renal function with a delay of the opening of the mPTP. In a second study, we
showed that a high dose of CsA injected just before the ischemia improves renal function and leads to
the delay of the opening of mPTP mediated by an increase of HSP70. Our results open new
perspectives in renal protection, especially for reducing episodes of acute renal failure in aortic
surgery or in renal transplantation.
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