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RESUME

Le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) est une microangiopathie
thrombotique complément-dépendante dont I'atteinte majoritairement rénale reste, a ce
jour, incomprise. L'objectif de ce travail était d'améliorer la compréhension de ce tropisme
d’organe au moyen de deux axes d'étude : i) la susceptibilité de I'endothélium glomérulaire a
I'hémolyse, celle-ci étant a la fois la conséquence des microthromboses dans le SHUa et un
amplificateur de la voie alterne du complément via I'héme libre, molécule issue des globules
rouges lysés ; ii) le réle potentiel du récepteur aux produits de glycation avancés ou RAGE.
Ce récepteur membranaire aux fortes propriétés proinflammatoires et prothrombotiques a
en effet été impligué dans de nombreuses pathologies rénales, et sa liaison au
C3a - anaphylatoxine libérée dans I'activation du complément - a été rapportée par une

équipe.

La premiere partie de ce travail a visé a expliquer la vulnérabilité de I'endothélium
glomérulaire sous l'effet d'une hémolyse. Nous avons étudié plusieurs types de cellules
endothéliales exposées +/- a I'héme, et mis au point un modéle murin traité par de I'néme.
En condition hémolytique, plusieurs facteurs pouvant participer a cette susceptibilité
endothéliale glomérulaire ont ainsi été mis en avant : i) une moindre liaison du facteur H,
principal régulateur du complément, a sa surface ; ii) une faible expression de la
thrombomoduline, protéine de la coagulation et régulatrice du complément ; iii) une faible
expression de |'enzyme principale de dégradation de I'heme, I'héme-oxygénase 1. Ces deux
derniers points étaient rattachés a une faible induction endothéliale glomérulaire de leurs

facteurs de transcription, KFL2 et KLF4.

La seconde partie de ce travail s'est concentrée sur le RAGE. N'ayant pas réussi a reproduire
I'interaction RAGE/C3a, nous avons exploré I'hypothése d'une liaison du RAGE a I'héme. En
effet, le seul récepteur endothélial connu jusqu'a présent est le Toll Like Receptor 4 (TLR4),
qui partage plusieurs ligands communs avec le RAGE (LPS - lipopolysaccharide, HMGB1 -
high—mobility group box 1). Nous avons découvert que le RAGE était un récepteur de I'heme,
et identifié que le site de liaison se trouvait sur le domaine V. A l'aide d'un modeéle murin
invalidé pour le RAGE et traité +/- par I'héme, nous avons mis en évidence que

i) l'invalidation de RAGE avait un effet protecteur en cas d’exposition a I'heme, marqué par
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une diminution de l'expression de génes de l'inflammation (IL1B, TNFa) et du facteur
tissulaire au niveau pulmonaire, organe exprimant le plus fortement RAGE ; ii) I'heme

activait la phosphorylation des voies ERK1/2 et Akt via le RAGE.

Par ces travaux, nous avons précisé les liens entre activation du complément, hémolyse et
susceptibilité endothéliale glomérulaire dans le SHUa. Parallelement, nous avons identifié le
RAGE comme un nouveau récepteur a I'héme, dont la liaison a ce récepteur activerait
différentes voies de signalisation de l'inflammation. Le contréle de I'neme et du RAGE
pourrait ainsi constituer de nouvelles voies thérapeutiques dans le SHUa et les maladies

hémolytiques.

Mots clefs : cellules endothéliales, heme, microangiopathie thrombotique, récepteur aux

produits de glycation avancés, syndrome hémolytique et urémique
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AVANT-PROPOS

Les microangiopathies thrombotiques (MAT) regroupent différentes pathologies unies par
une méme expression histologique : le développement de thrombi fibrino-plaquettaires
dans les vaisseaux de petit calibre. Ces Iésions se traduisent biologiquement par une anémie
hémolytigue mécanique rapportée a la lyse des hématies sur les thrombi intraluminaux et
une thrombopénie périphérique. Cela s’associe cliniquement a une ou plusieurs défaillances
d’organes secondaires a l'ischémie d’aval induite par les microthrombi. Historiguement,
différents tableaux de MAT étaient distingués en fonction de ['atteinte d’organe
prédominant cliniquement. Ainsi, le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)
s’accompagne principalement de symptémes neurologiques et le syndrome hémolytique et
urémique (SHU) d’une insuffisance rénale aigué. Cette classification évolue et tend a se
baser actuellement sur les mécanismes physiopathologiques impliqués. En effet, la
recherche a permis, ces derniéres années, l'identification de plusieurs facteurs étiologiques
forts, tels que le déficit en ADAMTS-13 (A Disintegrin And Metalloprotease with
ThromboSpondin type | repeats-13) dans le PTT, les shigatoxines dans les SHU dits typiques
(SHU associé a I'E. coli entéro-hémorragique), ou encore les MAT induites par des
médicaments (par exemple, les anti-VEGF). L’activation excessive de la voie alterne du

complément a, quant a elle, été mise en avant dans les SHU dits atypiques (SHUa).

Etonnamment, les reins sont en premiére ligne dans ces MAT associées a une dérégulation
du complément, et ce méme lorsque I'activation du complément est systémique comme le
suggeére la baisse du taux de C3 chez plus d’un tiers des patients’. Les atteintes extra-rénales
sont, elles, plus rares dans le SHUa (15 3 20% des cas)?. Mon travail a ainsi visé a préciser les
raisons du tropisme rénal observé dans le SHUa, en étudiant les mécanismes unissant le
complément a I'activation endothéliale glomérulaire. Nous nous sommes concentrés sur
deux principales cibles d’étude : I'hémolyse et le récepteur RAGE (Receptor for Advanced

Glycation End products), qui pourraient ainsi constituer de nouvelles voies thérapeutiques.

L’hémolyse est un amplificateur de la voie alterne du complément, via en particulier
I'heme®*, petite molécule structurelle de I’hémoglobine appartenant a la famille des
porphyrines, libérée dans la circulation en période hémolytique. Nous avons émis

I'hypothese que le rein, organe lésé également dans d'autres maladies hémolytiques que le
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SHUa comme la drépanocytose, était moins protégé contre I'hémolyse. L’'heme a donc été
utilisé dans ces travaux a la fois comme un modele visant a mimer des conditions

hémolytiques mais aussi comme activateur de la voie alterne du complément.

Le RAGE, récepteur ubiquitaire multi-ligands, est un puissant inducteur d'activation
endothéliale. Il est exprimé par de nombreux types cellulaires, notamment les cellules
endothéliales, ou sa liaison a différents ligands peut activer des voies de signalisation
notamment impliquées dans l'inflammation ou le stress oxydatif. RAGE est un acteur
identifié dans la physiopathologie de plusieurs néphropathies telles que la néphropathie
diabétique mais aussi la néphrite lupique, I'amylose rénale ou encore la néphropathie
hypertensive®. Aucune donnée n’a, pour I'heure, rapporté un réle de RAGE dans les MAT.
Pourtant, ses propriétés prothrombotiques et son implication dans les maladies rénales en
font un acteur potentiel intéressant, et ce d’autant qu'une équipe a rapporté en 2010 que le
C3a, anaphylatoxine issue du clivage du C3 et puissant médiateur de I'inflammation et de
I’hémostase, constituait un ligand de haute affinité pour ce récepteur®. Ce travail s’est
surtout concentré sur I’étude des interactions C3a/RAGE, explorant peu les conséquences
fonctionnelles de cette liaison. Nous avons ainsi émis I’hypothése que le RAGE puisse

constituer I'un des liens unissant le couple complément-activation endothéliale.

J'ai réalisé mes travaux au sein de deux unités : I'équipe Complément et Maladies - UMRS
1138 (Dr Véronique Frémeaux Bacchi, Dr Lubka Roumenina) au Centre de Recherche des
Cordeliers et I'équipe INSERM U995 (Pr Eric Boulanger, Dr Marie Frimat) au sein du LIRIC
(Lille Inflammation Research International Center). lls seront présentés selon I'organisation
suivante :

- La premiére partie sera consacrée a la revue de la bibliographie :

e Le chapitre 1 s’intéressera au SHUa, et plus précisément, au tropisme rénal observé
dans cette pathologie. Nous aborderons a travers cette partie le systeme du
complément et sa régulation ainsi que les spécificités de I'endothélium glomérulaire.

e Le chapitre 2 sera axé sur I'hémolyse, premier mécanisme supposé pouvant
expliquer en partie le tropisme rénal dans le SHUa. Nous présenterons son
implication dans I'activation endothéliale et complémentaire, en insistant

particulierement sur la molécule d'heme et son r6le dans le SHUa.
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e Enfin, le chapitre 3 s'intéressera au récepteur RAGE, sa structure, ses ligands connus
et les voies de signalisation qui lui sont rattachées. Pour explorer I'hypothéese d'un
role de RAGE dans les MAT, nous décrirons son implication en physiopathologie
rénale, des liens avec le systeme du complément et ses caractéristiques communes

au récepteur TLR4, récepteur endothélial a I'heme.

- La seconde partie de ce travail rapportera nos principaux résultats. Chacun des deux
articles soumis ou en cours de soumission sera précédé d’une introduction résumant les
résultats et les points de discussion essentiels. Nous développerons également certains

résultats complémentaires non encore publiés.

- Les conclusions de ce travail nous permettront de présenter les principales perspectives de
ce projet, visant a poursuivre I'amélioration des connaissances de la physiopathologie des
lésions endothéliales glomérulaires complément-dépendantes dans les maladies

hémolytiques, et I'implication méconnue a ce jour du RAGE.
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Chapitre 1 - Le syndrome hémolytique et urémique atypique, une MAT
a tropisme rénal

Le syndrome hémolytique et urémique est caractérisé par la triade associant insuffisance
rénale aigué, thrombopénie périphérique et anémie hémolytique mécanique, quel que soit le
facteur étiologique identifié. Ce terme a été proposé pour la premiere fois en 1955 par
Gasser, qui décrivit cette triade biologique chez 4 nourrissons et une enfant de 7 ans’. Trois
an plus tard, Habib décrivait I'atteinte rénale anatomopathologique caractéristique : la
microangiopathie thrombotiqueg. Ces lésions correspondaient a un épaississement de la
paroi des capillaires glomérulaires, avec un aspect en double contour dii a I'élargissement de
I'espace sous-endothélial. Elles concernaient le plus souvent les capillaires glomérulaires et
les artérioles pré-glomérulaires alors que les artéres de plus gros calibre étaient rarement

touchées.

Le SHU est donc une MAT a tropisme préférentiellement rénal, cependant les lésions de MAT
ne sont pas spécifiques du SHU. Ces lésions de MAT sont parfois rattachées a des agents
infectieux (pneumocoque, grippe) ou encore dans des contextes cliniques spécifiques : post
transplantation d'organe, néoplasie, maladie auto-immune telle que le syndrome
catastrophique des anti-phospholipides®. Le chevauchement de ces différents syndromes en
rend la classification difficile. L'avancée dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques fait évoluer cette classification au fil du temps, permettant une
amélioration des thérapeutiques ciblées'®. La mise en évidence d'une dysrégulation du
complément, chez plus de 60% des patients présentant un SHUa, a mené a l'obtention d'un
traitement spécifique dirigé contre la voie terminale du complément, I'Eculizumab. A ce
titre, le SHUa est devenu un modele d’étude de la dysfonction endothéliale aigué secondaire

a une dérégulation du complément.

Ce premier chapitre sera consacré au SHUa, MAT a tropisme rénal, et a sa physiopathologie
en abordant plus particulierement deux de ses caractéristiques : I'activation excessive du

complément et la susceptibilité de I'endothélium glomérulaire.
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1 - Description générale des microangiopathies thrombotiques

Le terme de MAT décrit un ensemble de maladies cliniquement hétérogénes, associant la
présence d'une lésion endothéliale qui meéne a la formation de thromboses au sein du
systeme microvasculaire, a la fois artériel et veineux. Ces microthrombi engendrent la
consommation secondaire de plaquettes et une hémolyse mécanique par fracassement des

1213 |a MAT est ainsi définie par la triade classique

globules rouges circulant sur ces thrombi
associant : i) une anémie hémolytigue mécanique a Coombs négatif (éliminant I'anémie
hémolytique auto-immune) avec la présence de schizocytes au frottis sanguin; ii) une
thrombopénie périphérique; iii) une atteinte d'organe liée a l'ischémie d'aval
microvasculaire. Selon le systéme vasculaire atteint, les lésions d'organes varient

insuffisance rénale, atteinte neurologique, complications cardiaques, pancréatite, ou encore
atteinte cutanée®. Les caractéristiques physiopathologiques et cliniques des différentes MAT
sont résumées dans le tableau n°1. Il s'agit en général de pathologies rares, en dehors de

contexte particulier tel l'allogreffe de cellules souches hématopoiétiques ou les MAT

peuvent concerner 10 a 40% des patients selon les définitions utilisées.
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Tableau n°1 : Principales caractéristiques des MAT

Maladie

PTT acquis

Mécanismes
physiopathologiques
ADAMTS-13<5%,
Présence d'inhibiteur
anti ADAMTS 13

Caractéristiques clinico*-
biologiques

Signes neurologiques,
convulsions, atteinte
rénale

Traitements

Echange plasmatique,
corticothérapie,
Rituximab

Clinique idem PTT acquis 13-15
PTT constitutionnel Déficit en ADAMTS-13, Diagnostiqué dans .
. \ Echange plasmatique et
(Upsham-schulman transmission I'enfance : 50% des cas. -
. . . s perfusion de plasma
syndrome) autosomique récessive Révélé par la grossesse :
25% des cas
LES :
Atteinte rénale, polysérite immunosuppresseur
MAT liée aux maladies L. - » POl " CAPS : Plasmaphérese,
. Lésion endothéliale CAPS : thromboses . 16-20
auto-immunes directe artérielle et veineuse Immunosuppresseur,
Ex: LES, CAPS, CRS . Eculizumab (CAPS
CRS : HTA maligne X .
réfractaire)
CRS : IEC
- . Antécédents néoplasiques
, . Lésion endothéliale . . , . . 21,22
Cancer métastatique directe Infiltration médullaire Traitement du cancer ’
Anomalies myélogramme
Supplémentation en
Déficit en vitamine B12 Mutation du gene vitamine B12 23
(Cobalamine) MMACHC (hydroxycobalamine),
acide folique
o Mutation de la TM Insuffisance rénale . o s
MAT liée a la cascade de - Eculizumab a titre
. Mutation du L. 26
la coagulation N expérimental
plasminogene
MAT liée a une mutation . Echange plasmatique 27,28
Mutation de DGKE . S ’
de DGKE Eculizumab si récidive
L - Ticlopidine : anticorps Arrét du traitement,
MAT médicamenteuse . P P (s . 13,15,
. (i anti ADAMTS-13 plasmaphérese si
Anticorps médié, dose . . . . . 29
Yy Quinine: anticorps anti anticorps anti ADAMTS-
indépendante 0
cellule endothéliale . ; 13
- - - Insuffisances rénale et
Anti calcineurine, .
- ) ) hépatique . :
MAT médicamenteuse mitomycine C, Arrét du traitement,
Lésion endothéliale, dose gemcitabine, Eculizumab a titre 30-32
dépendante bevacicumab, anti-VEGF, expérimental
IFNB
L . Insuffisance rénale,
co s Lésion cellule X .
MAT associée a la - . atteinte neurologique . <
. endothéliale, activation e Eculizumab a titre 33-38
transplantation de . HTA, défaillance -
du complément, . ps expérimental
cellules souches it cardiaque, défaillance
élévation du sC5b69 L
multiviscérale
Traitement du facteur
PN Multi factorielle causal (rejet, infections,
MAT de novo liée a la , . - . .( J
K , Lésion endothéliale " . modification 39-41
transplantation d'organe . L Insuffisance rénale . .
solide directe, activation du immunosuppression)
complément, Eculizumab si mutation
du complément
. . Anti rétro viral,
s . . Signes neurologiques, .
Associée a une infection traitement facteur 42,43

MAT liée au VIH

opportuniste

convulsions, insuffisance
rénale

déclenchant, Echange
plasmatique
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Activation de la voie

Insuffisance rénale aigué,

Echange plasmatique,

alterne du complément, atteinte d'autres oreanes Eculizumab
SHUa anticorps anti FH, . g Si anti-FH : 12,44
. dont neurologiques, . .
mutations (FH, MCP, FI, récurrences fréquentes immunosuppression
C3) q (corticoides, Rituximab)
Présence de E. coli / Insuffisance rénale, Pas de traitement
. shigelle / citrobacter diarrhée spécifique, suppléance R
SHU a STEC -47

sécréteur de shigatoxine
dans les selles

Atteinte majoritaire chez
I'enfant.

d'organe selon
défaillance

Streptococcus
pneumoniae, grippe

. SN Insuffisance rénale,
Exposition de I'antigene

. L Traitement anti-
Pneumonie, méningite,

SHU infectieux

48-50

cryptique de Thomsen i infectieux
. . bactériémie
Friedenriech par la
neuraminidase A
HTA maligne Traitement

Atteinte rénale, atteinte
ophtalmologique, atteinte
neurologique (PRES)

Ex: sténose de l'artére
rénale, sclérodermie, HTA
ancienne non controlée

antihypertenseur
Inhibiteur de I'enzyme
de conversion

Suractivation du systéme
rénine angiotensine.

51,52

*Les caractéristiques cliniques en gras sont les plus fréquentes

ADAMTS13 : a disintegrin and metalloprotease with thrombospondin type | repeats-13, CAPS : syndrome
catastrophique des antiphospholipides, CE : cellule endothéliale, CRS : crise rénale sclérodermique, DGKE :
diacylglycerol kinase epsilon, E. coli : Escherichia coli, FH : facteur H, FI : facteur |, HTA : hypertension artérielle,
IEC : inhibiteur de I'enzyme de conversion, IFNB : interféron 8, LES : lupus érythémateux disséminé, MAT :
microangiopathie thrombotique, MCP : membrane co factor protein, MMACHC : Methylmalonic aciduria and
homocystinuria type C, PTT : purpura thrombotique thrombocytopénie, PRES : posterior reversible
encephalopathy syndrom, SHU : syndrome hémolytique et urémique, SHUa : SHU atypique, TM :
thrombomoduline, VIH : virus de l'immunodéficience humaine

2 - Le SHUa : épidémiologie et présentation clinique
2.1- Epidémiologie
Les SHUa représentent 5 a 10% des SHU de I'enfance, et la majorité des SHU a I'age adulte.

>3 L'atteinte rénale

L'incidence est estimée entre 0,5 et 2 cas par an par million d'habitants
est par définition systématique et les symptdmes extra rénaux sont présents dans 15-20%
des cas. Avant la mise sur le marché de I'Eculizumab, anticorps monoclonal bloquant la voie
terminale du complément, la mortalité était estimée a prés de 10%, et environ 50% des
adultes et 15% des enfants évoluaient vers l'insuffisance rénale terminale apres le premier

épisode™.

Le SHUa présente un sex-ratio autour de 1 chez les enfants, alors qu'il existe une
prédominance féminine, a ce jour incomprise, a I'age adulte (3 pour 1). Il peut toucher tous
les dges, du nouveau-né au sujet agé (ages extrémes décrits : 1 jour a 83 ans). Il survient
avant 18 ans dans 60% des cas. Soixante-dix % des enfants atteints le sont avant I'age de 2

ans, et environ 25% avant 6 mois. L'age médian des SHUa liés a un anticorps anti FH est plus
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tardif, autour de 9 ans environ, et 84% des cas sont décrits chez I'enfant®. Un tableau de
SHU survenant avant 6 mois est fortement évocateur d'un SHUa; en effet moins de 5% des

SHU liés a une shigatoxine surviennent avant cet ge™.
2.2 - Caractérisation de I'atteinte rénale

2.2.1 - Tableau clinique

La présentation est dans la plupart des cas brutale. L'insuffisance rénale peut étre d'emblée
anurique, il existe une protéinurie si la diurése est préservée. L'HTA est fréquente et sévére,
lige d'une part a l'insuffisance rénale et I'oligurie avec défaut d'excrétion sodée, et d'autre
part a I'hyperréninisme secondaire a la MAT. Plus de la moitié des patients requierent
I'épuration extra rénale a I'admission. Pour certains patients, la maladie évolue par poussées
ou rechutes successives. La fonction rénale peut revenir a la normale entre chaque poussée,
et l'intervalle entre chaque épisode peut aller de quelques jours a plusieurs dizaines

d'années. Un épisode unique de la maladie sans récidive est également possible?.

2.2.2 - Tableau anatomopathologique

L’altération endothéliale peut s’étendre de I'artériole afférente au floculus glomérulaire.
L'intensité et la diffusion des lésions sont tres variables selon les patients. L'atteinte des
tubes et de l'interstitium est constante et sévere, avec une nécrose tubulaire aigué et un
ocedeme interstitiel secondaires a I'ischémie. Historiquement, trois types histologiques ont

été décrits : les MAT glomérulaires, les MAT artérielles et les nécroses corticales®®’. C

es
trois aspects lésionnels peuvent s’associer sur une méme biopsiess. Si les formes
glomérulaires caractérisent classiquement les MAT de I'enfant et les formes artérielles plus
H 7’ 59 7’ . . Yo 7 1
volontiers celles de I'adulte’, I'association des lésions est assez fréquente et n'est pas
spécifique du SHUa. Cette classification, ne reposant pas sur un substrat anatomo-clinique

précis, tendra peut-étre a évoluer dans les années a venir >,
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Microscopie optique

Les caractéristiques principales sont résumées dans le Tableau n°2 et illustrées dans la Figure

n°1l. L’analyse morphologique montre que la lésion endothéliale est constante, la thrombose

n'étant qu'une conséquence de cette lésion, témoignant de la chronologie de ces lésions,

endothéliales en premier lieu. Les formes dites de nécroses corticales sont secondaires a une

ischémie du parenchyme rénal, pouvant étre le reflet d'une forme a la fois glomérulaire et

artérielle, de forme sévere. On I'observe chez 10 a 30% des enfants et moins de 10% des

adultes.

Tableau n°2 : Description des lésions histopathologiques de MAT rénale en microscopique

optique

MAT

glomérulaire

Atteinte glomérulaire

Glomérules volumineux, a floculus dense,
lumiére capillaire peu visible. Thrombi fibrino-
plaguettaires obstruant les lumieres

Parfois ischémie glomérulaire

CE turgescente et bombante dans la lumiere
capillaire

Cellule mésangiale turgescente, cedéme

mésangial, mésangiolyse (rare)

Atteinte vasculaire

Artériole pré-glomérulaire : Iésion constante,
turgescence endothéliale.

Elargissement espace sous-endothélial, cedeme
intimal et de la média

Parfois thrombose fibrineuse et de globules

rouges

MAT artérielle

Atteinte ischémique secondaire a l'atteinte

vasculaire, glomérules rétractés

Atteinte des arteéres interlobulaires et artérioles
CE turgescente, cedeme intimal (endartérite
mucoide).

Thromboses fibrineuses fréquentes.
Prolifération de myofibroblastes dans I'intima

(bulbe d'oignon)

Nécrose

corticale

Infarctus du cortex rénal d'étendue parfois
sévere, par ischémie

Calcification des zones infarcies a un stade tardif

Arteres interlobulaires ou arquées : endartérite

proliférative et fibrineuse

CE : cellule endothéliale, MAT : microangiopathie thrombotique
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Figure n°1 : lllustrations de lésions anatomopathologiques des MAT, reflétant les réponses
tissulaires & une lésion endothéliale (d'aprés Brocklebank et al., CJASN, 2018°)

Immunofluorescence
L'immunofluorescence montre généralement la présence de fibrine le long des parois
glomérulaires et dans les thromboses. Des dép6ts endomembraneux d’lgM, de C3 et de Clq

sont souvent présents dans les glomérules et dans les parois artériolaires™".

La signification de ces dépo6ts de complément est, a ce jour, indéterminée. Des travaux
démontrent néanmoins le caractére spécifique et témoin de l'activation du complément de
ces dépots. Sur trois modeles murins d'atteinte glomérulaire avec activation du complément
(néphrite de Heymann, glomérulonéphrite extra-membraneuse et glomérulonéphrite a la
concanavaline) le fragment d'activation du C3 (le C3c) observé sur les glomérules
disparaissait a 85% lorsque le complément cessait d'étre activé en moins de 24 heures, dans
les trois modeles. Ce phénomene était parallele a une baisse du C5b-9 urinaire dans le
modele de la néphrite de Heymann®. En revanche, les dépéts de C3d, qui a I'inverse du C3c
sont liés de facon covalente, persistaient a distance du processus activant le complément.
Ainsi, le dépot de C3c, qui se détache rapidement de la surface, est un marqueur d'une

activation récente du complément.

Par ailleurs, il convient de souligner que les biopsies rapportées sont rarement réalisées en
période active d'hémolyse, en raison d'une thrombopénie profonde contre-indiquant la
biopsie per cutanée. Ces descriptions classiques de Iésions de MAT rénales ont parfois été
obtenues sur des tissus prélevés en post-mortem®. Ainsi, il est possible que ces dépdts de
complément observés sur les biopsies soient parfois d'acquisition tardive, dont la

signification reste soumise a débat.

2.3 - Description des atteintes extra rénales
Bien que l'atteinte rénale soit au premier plan, les atteintes extra rénales concernent 15-20%

des cas de SHUa environ. Parmi elle, les plus fréquentes sont les atteintes cardiaques et
neurologiques. Environ 5% des patients présentent un tableau clinique catastrophique de

défaillance multiviscérale associant a la fois atteinte neurologique, cardiaque, hémorragie
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pulmonaire, pancréatique, hépatique et hémorragie digestive63. Dans une cohorte
pédiatrique récente, les enfants atteints de SHUa présentaient une atteinte extra-rénale
dans prés de 44% des cas (dont une atteinte neurologique pour 37% des patients)64. Les

atteintes extra rénales les plus fréquemment rapportées sont décrites dans le Tableau n°3.

Tableau n°3 : Caractéristiques cliniques et épidémiologiques des principales atteintes extra-
rénales dans le SHUa

Fréquence Présentation clinique

Cohorte mondiale de 2018 : 20%
Irritabilité, somnolence

Cohortes pédiatriques : | |
Diplopie, cécité corticale

SNC - anti FH (Inde) : 40% izl

Hémiparésie ou -plégie, tétraparésie spastique,

- tous SHUa confondus (Suisse) : 48%
convulsions, coma.

Mutation C3 R139W : 36%

Cardiomyopathie, myocardite, mort subite
Revue de 17 études : 3 a 10%
Sténoses des gros vaisseaux
Cardio- Cohorte pédiatrique (Suisse) : 43% 16366268
Ischémie distale St
vasculaire  Mutation C3 R139W : 57%
Plus fréquente pour les anomalies suivantes : FH
Mutation FH cohorte francaise : 7%

dérégulé, gain de fonction C3, anomalie FB

69-71

Peau Indéterminée Ischémie, gangréne
Indéterminée parmi SHUa Diabeéte transitoire o5 63
Pancréas ’
Cohorte anti-FH : 23% Pancréatite biologique (amylasémie >3N)

FH : facteur H, IRMc : Imagerie par Résonance Magnétique cérébrale, PRES : Posterior Reversible Ephalopathy
Syndrom, N : valeur normale, SHUa : syndrome hémolytique et urémique atypique, SNC : systéme nerveux
central

A I'heure actuelle, les facteurs a l'origine de tableaux avec atteinte rénale isolée versus
atteintes multi-organes ne sont pas identifiés. Le type d'anomalie dérégulant le complément
pourrait jouer un role. En effet, il a été rapporté une association fréquente entre la mutation
du C3 R139W et une atteinte cardiaqueSG, ainsi qu’entre anticorps anti FH et atteinte

neurologiquees.

De facon intéressante, I'atteinte pancréatique reste méconnue mais est rapportée dans
plusieurs travaux. Dans une cohorte suisse pédiatrique, un patient avait développé un
diabete transitoire nécessitant une insulinothérapie de courte durée (une semaine). En
1991, une équipe autrichienne publiait une étude rétrospective de 40 patients
consécutivement admis pour un tableau d'hémolyse aigué. Quinze sujets présentaient une

atteinte pancréatique aigué (définie par une amylasémie supérieure a 3 fois la normale), qui
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était systématiquement associée a une insuffisance rénale aigué. Les causes de ces
hémolyses étaient variées, et comportaient 2 MAT : un SHU et un PTT’2. La fréquence exacte
des atteintes pancréatiques n'est pas retrouvée dans la littérature, celle-ci n'étant pas
recherchée systématiquement. Dans une série de patients atteints de SHUa liée a un
anticorps anti FH, décrite par Dragon-Durey et al., une pancréatite était rapportée de fagon
vraisemblablement plus fréquente que pour les SHUa sans anti FH, et concernait 23.1% des
cas>. Cette atteinte pancréatique est retrouvée dans des travaux expérimentaux sur des

73,74

modeles murins”™"". Merle et al. décrivaient, chez des souris hémolytiques, une amylasémie

élevée ainsi que la présence d'une amylasurie””.

Concernant l'atteinte dermatologique microvasculaire, des formes cutanées, de type
gangrene ischémique qui ont parfois mené a des amputations des extrémités, ont été
rapportées. Celles-ci sont rares et concernent généralement des enfants’®. Un cas clinique
d'un patient avec une immunoglobuline monoclonale de type IgA A rapportait une atteinte
vasculaire et cutanée, sous la forme d'une angiopathie distale menant a I'amputation de 2
doigts. Trois années plus tard, il présentait un tableau du SHUa lié a cet anticorps”. Magro et
al. ont réalisé en 2015 des biopsies cutanées systématiques, en peau saine, chez 8 patients
présentant un tableau de SHUa, et chez un patient présentant un SHU typique®. Deux
patients présentaient des lésions cutanées (purpura pour le premier cas et ischémie d'orteil
pour le second) qui ont également été biopsiées. Ces biopsies étaient comparées a celles de
13 patients contrdles qui présentaient des caractéristiques des MAT sans argument pour un
SHUa (dont 5 PTT, 1 SLE, 2 HELLP). Les patients atteints de SHUa présentaient, sur la plupart
des biopsies un détachement de CE focal avec de petits thrombi intraluminaux fibrino-
plaguettaires, en faveur d'un état procoagulant sous-jacent. Dans les biopsies de lésions
cutanées, des thromboses pauci-inflammatoires et des signes d'ischémie cutanée étaient
observés. L'étude du complément en immunofluorescence retrouvait, a I'exception d'un
patient, d'intenses dépoOts granulaires de stigmates d'activation complémentaire : des
dépobts de C3d, C4d et C5b-9 sur la plupart des vaisseaux dermiques. Ces lésions diminuaient
significativement aprées traitement par Eculizumab. Pour les patients contrdles, les auteurs
ne rapportaient pas d'anomalie significative a I'exception de deux cas. Il s'agissait de Iésions
microvasculaires chroniques focales, corrélées avec des dépots vasculaires significatifs de

C5b-9 chez les deux patients ayant un PTT. Des dépots significatifs pour C3d, C4d et C5b-9
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ont seulement été observés dans deux cas de PTT, dont un ou le patient présentait une
mutation d'un géne régulateur du complément (chevauchement PTT et SHUa). Cette étude
confirme ainsi que l'activation du complément est systémique et souligne la possibilité
d'atteintes extra rénales sans symptomatologie clinique, justifiant I'intérét d'utiliser dans

notre étude des cellules dermiques, sensibles a I'activation du complément.

3 - Physiopathologie du SHUa : le role clef du complément
L'identification fréquente d’une anomalie du complément chez les patients souligne le réle

majeur de ce systéeme dans la physiopathologie du SHUa. Sa description, ci-dessous, sera

centrée sur la voie alterne - voie impliquée dans cette maladie - et sa régulation.

3.1 - Implication du complément dans le SHUa
Si le systeme du complément est connu de longue date, il n'a été identifié comme jouant un

role clef dans le SHUa que dans les années 70. En 1973, le lien était établi entre C3 abaissé et
SHUa’®. En 1981, on rattachait un tableau de SHUa chez deux fréres a un déficit en FH’®. En
1998, a partir de trois familles de malades, était établi un lien entre le SHUa et une anomalie
située sur le locus RCA du chromosome 1g32”’. Le premier géne candidat étudié fut celui du
FH et menait a la mise en évidence d'une mutation hétérozygote sur le CCP (Complément

Control Protein) 20 du FH.

A ce jour, au moins une mutation du systeme du complément ou un anticorps dirigé contre
le FH sont identifiés chez 60% des cas de la cohorte francaise publiée en 2013 et 45% des
cas dans I'étude de cohorte mondiale décrite en 20187, atteignant FH, MCP, Fl, C3 et FB (cf.
Tableau n°4). Ces mutations sont le plus fréquemment hétérozygotes. Le pronostic de la
maladie est impacté par le type d’anomalie : dans une étude de cohorte récente, les patients
avec une mutation de MCP présentaient ainsi un meilleur pronostic rénal, tandis que celui

des patients porteurs d'un FH anormal était le plus sombre’.

Récemment, des anomalies sur des protéines en dehors du systeme du complément ont
également été impliquées dans le SHUa : la thrombomoduline (TM), protéine de la
coagulation, et DGKE, protéine de 'homéostasie vasculaire dont le déficit méne a un état

prothrombotique, ouvrant de nouvelles perspectives thérapeutique524'28’78.

24



Tableau n°4 : Fréquence des anomalies du complément identifiées dans le SHUa rapportées
dans les études de cohorte

Cohorte Mondiale’ Franc;aise1 Américaine” Italienne”® Japonaise’30
n=851 n=214 n=144 n=273 n=118

Mutations

FH 21 28 27 24 10

MCP 9 9 5 7 4

Fl 6 8 8 4 0

Cc3 6 8 2 4 31

FB 2 2 4 0.4 0
Anti FH 21 8 nd 3 17

Les valeurs sont exprimées en pourcentage.
FB : facteur B, FH : facteur H, FI : facteur I, MCP : membrane co-factor protein, n : nombre de patients inclus, nd
: non disponible

3.2 - Description du systéeme du complément
Le systeme du complément est un composant essentiel de I'immunité. Il participe a la

défense de I'hGte contre les infections (opsonisation, effet chimiotactique, lyses des cellules
et des bactéries), a la modulation de la réponse immunitaire via des interactions avec de
nombreuses cellules inflammatoires et a I'élimination des cellules apoptotiques et des
complexes immuns circulants. Ce systéeme est constitué d’environ 50 protéines plasmatiques
ou membranaires, activatrices (activité enzymatique) ou régulatrices, interagissant entre

elles dans une cascade de clivages finement régulée.

Activation du complément
Cette cascade peut étre activée par trois voies : la voie classique, la voie alterne et la voie

des lectines. Toutes trois conduisent au clivage du C3, étape essentielle suivie de la
production exponentielle du complexe d’attaque membranaire (C5b-9) et d’anaphylatoxines
(C3a, C5a). Bien qu'elle soit probablement la plus ancienne des trois voies du complément, la
voie alterne se nomme ainsi car elle a été découverte aprées la voie classique, et a été
considérée a I'époque comme une voie alternative. Alors que l'activation par les voies
classique ou dépendante des lectines requiert une reconnaissance spécifique ligand-protéine
de reconnaissance, la voie alterne a la particularité d’étre activée en continu (cf. Figure n°2)

, N ;. . 1
par un phénomeéne décrit comme le tick-over®.
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Figure n°2 : Régulation et activation de la voie alterne

[ Hydrolyse constitutive Initiation de la voie alterne Bactéries et surfaces activatrices

v sa v
C3 convertase alterne
C3(H,0) . C3(H,0)Bb === T’ C3b
FB \ C3a FB
FD &

i:" _I Cc3b Ba
C3bBb

mce C3bBb I— FH

DAF

C3 convertase

iC3b Boucle d’amplification
‘i C6,C7,C8,C9

N

C3bBbC3b === (5 C5b =———=> C5b-9

-
C5 convertase alterne \ CAM
C5a

Activateurs: FB : Facteur B, FD : Facteur D
Régulateurs membranaires : DAF : decay accelerating
factor, MCP : membrane cofactor protein

Régulateurs plasmatiques : FH : facteur H, Fl : facteur |
CAM : Complexe d’attaque membranaire

En permanence, une petite fraction de protéines C3 hydrolysent spontanément leur
groupement thioester pour former C3(H,0) qui est capable de former une C3 convertase.
Cette C3 convertase alterne est composée de C3(H,0), associée a un fragment du facteur B
(FB), le Bb. Le C3(H,0)Bb peut cliver a son tour du C3 en C3a (anaphylatoxine) et C3b
(opsonine)®?. Si la molécule de C3b ne rencontre pas de surface activatrice, elle est
rapidement hydrolysée et inactivée. En I'absence de régulation (comme par exemple, a la
surface des agents pathogeénes), les molécules de C3b vont pouvoir se fixer de facon
covalente avec une liaison thioester a la surface et recruter le FB. La fixation du FB sur le C3b
induit un changement conformationel du FB qui, apres clivage par le facteur D (FD) en Bb et
Ba, constitue une autre C3 convertase (C3bBb). Cette C3 convertase alterne clive a son tour

les molécules de C3 en C3a et le C3b. Le C3b peut alors :

- participer a une boucle amplificatrice en reformant une nouvelle C3 convertase,

augmentant ainsi la formation de C3b et donc I'opsonisation des agents pathogenes,

- conduire a la formation d’une C5 convertase (C3bBbC3b) qui clive le C5 en C5b et C5a

(autre anaphylatoxine). La formation du C5b méne a la formation du complexe d'attaque
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membranaire, constitué des molécules C5b, C6, C7, C8 et C9 (le C5b-9). Celui-ci forme des
pores dans les membranes cellulaires et induit la lyse directe des pathogénes et I'activation

cellulaire.

Le C3b, circulant ou lié a la surface cellulaire, est ensuite clivé en plusieurs fragments (Figure
n°3): iC3b et C3f, via les facteurs | et H, iC3b étant lui clivé en C3dg (a la surface) et C3c (en

phase fluide)

Figure n°3 : Différentes étapes du clivage du C3

Les marqueurs d'études de |'activation du complément sont donc :

- les fragments du clivage du FB aprés sa liaison au C3b, le Ba et le Bb

- les fragments du clivage de C3 et C5 par les convertases, les anaphylatoxines C3a et C5a
- la liaison de C3b a la cellule, évaluée par ses fragments iC3b et C3d

- la formation C5b-9 a la surface des cellules, ou sous forme soluble (sC5b-9).

Régulation de la voie alterne du complément
L'activation du complément doit étre finement régulée afin d’éviter des lésions non

spécifiques des cellules de I'hote, tout en préservant une activation sur les surfaces
microbiennes. Elle implique ainsi de nombreux acteurs dont la description a fait I'objet de

8385 Concernant plus spécifiquement la voie alterne, sa régulation

plusieurs revues détaillées
repose, d’'une part, sur plusieurs protéines membranaires : MCP (membrane co-factor
protein ou CD46), DAF (decay accelerating factor ou CD55), CR1 (complement receptor 1),
CD59 et thrombomoduline (TM), et d'autre part sur des régulateurs plasmatiques : le FH,
élément clé de la régulation de la C3 convertase a travers ses fonctions multiples, et le
facteur | (FI). Brievement, la formation de la C3 convertase est inhibée par le FH. Lorsqu'elle
est formée, la dissociation de la C3 convertase est favorisée par CR1, FH et DAF. Le Fl, quant

a lui, dégrade le C3b en iC3b a l'aide de FH, MCP et CR1 comme co-facteurs. La TM agit

comme co-facteur du FH dans la dégradation du C3b. Enfin, le CD59 agit en aval dans la
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cascade en prévenant la polymérisation du C5b-9. Nous ne détaillerons ci-dessous que les
régulateurs plus particulierement impliqués dans la protection des CE, a savoir le FH, MCP,

DAF, ainsi que la TM.

Facteur H

Le FH constitue le principal facteur de régulation de la voie alterne du complément. Il s'agit
d'une protéine hautement glycosylée, de 155kDa. Son origine est majoritairement
hépatique. Il circule sous forme active dans le plasma (dit en phase fluide)®. Il est composé
de 20 modules répétitifs d'une soixantaine d'acides aminés, les Complement Control protein
Domain (CCP), anciennement dénommés Shorts Consensus Repeats (SCR)¥’. Il inhibe la
formation de la C3 convertase, en compétition avec le FB pour lier le C3b %. Il accélere Ia
dissociation de la C3 convertase et agit comme cofacteur du Fl pour dégrader le C3b®>*°. Ses
ligands principaux sont le C3b, le C3d, C3(H,0), a l'inverse du C3 non clivé, ainsi que les

992 Les sites d'interaction entre le FH et ses ligands ont été

glycosaminoglycanes (GAG)
caractérisés. Deux sites sont impliqués dans la liaison du C3b : les CCP 1-4 et 19-20; liaisons
cristallisées par Forneris et al.”. Les CCP 6-8 et 19-20 sont mis en jeu dans la reconnaissance
des surfaces cellulaires polyanioniques (tels que les endothéliums, chargés négativement du
fait de la présence de glycoprotéines de surface) avec une affinité spécifique pour certains
héparanes sulfates. Par exemple, il a été démontré que FH se lie aux liaisons acide sialique
a2-3 mais pas a2-6 ou a2-8%. Pour illustrer I'nétérogénéité des organes, mentionnons ici
que la répartition des GAG varie selon les endothéliums. Ainsi, le CCP 6-8 du FH se liera a
I'endothélium de I'ceil tandis sur le FH se lie a I'endothélium glomérulaire par les CCP 19-20.
Il a été mis en évidence que des mutations de FH touchant la partie terminale des CCP 19-20
entrainaient une perte de I'activité régulatrice du complément au niveau des membranes
cellulaires endothéliales dans le SHUa®, tandis qu'un polymorphisme des CCP 6-8 a été
impliqué dans la dégénérescence maculaire liée a I'age®. La fixation du FH a la surface de la

CE glomérulaire est donc essentielle pour la protection contre I'attaque par le complément

et pour empécher la formation de C3 convertases”’.

Membrane Cofactor Protein

MCP, ou CD46, est une glycoprotéine transmembranaire, présente sous 4 isoformes de 51 a
68kDa, issus d'un épissage alternatif. La portion extracellulaire de MCP contient 4 CCP de 60

acides aminés. Le gene codant pour MCP se situe sur le chromosome 1, en g3.2, a l'instar de
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DAF et CR1%®. MCP est exprimé sur les surfaces de toutes les cellules nucléées™. Il agit
comme cofacteur du Fl (protéase sérine plasmatique) dans la dégradation du C3b en phase
membranaire. L'activité cofacteur MCP/FI est 50 fois plus faible que I'activité FH/FI pour
générer du iC3b'®. MCP ne participe pas a la dégradation de iC3b en C3c et C3dg, a l'inverse
de CR1 et FI'®. Son expression augmente a la surface des CE via la protéine C réactive
(CRP)™’. MCP jouerait également un role dans I'immunité adaptative, sur la prolifération et

la différenciation des lymphocytes TCD4" en T régulateurm.

Decay Accelerating Factor

DAF, ou CD55, protéine de 70kDa, agit également comme régulateur du complément. Il

comporte 4 CCP dans son domaine extracellulaire, hautement glycosylés, et une ancre GPI

103

qui le lie a la membrane™". Il accélére la dissociation des C3 et C5 convertases et prévient la

104

formation de nouvelles convertases . DAF inhibe la C3 convertase alterne en se liant au

fragment Bb'®, et au C3b '° en compétition avec le FB. Le complexe DAF/C3b a été

cristallisé en 2016 par Forneris et al.’®>. De nombreux stimuli augmentent I'expression de DAF

107

a la surface des CE, comme les cytokines proinflammatoires (IFNB, TNFa)™ ', I'héme-

109

oxygénase 1 (HO-1)'%, le VEGF (vascular endothelial growth factor)'® ou la thrombine'*°. De

méme que MCP, DAF module négativement la réponse immune adaptative T™'.

Thrombomoduline

La TM est une protéine n'appartenant pas au systeme du complément, mais au systeme de

112

la coagulation. C'est une glycoprotéine transmembranaire de 74kDa""*, exprimée par toutes

N . ST e 113,114
les CE a I'exception de I'endothélium cérébral*

. Le réle anticoagulant de la TM a été
décrit dans les années 80, a travers ses fonctions de ligand de la thrombine et de cofacteur
majeur de la protéine C**°. Delvaeye et al., en 2009, ont décrit 6 mutations du géne de la TM
chez 7 patients atteints de SHUa%*. La publication de ces cas de SHUa liés a une mutation de
la TM a permis la mise en évidence d'un role direct comme régulateur du complément : la

24118 poyr

TM accélere la dégradation du C3b par le Fl, en présence de FH ou de C4bBP
certains auteurs, le réle de régulateur du complément par la TM reste soumis a discussion,
les mutations décrites par Delvaeye et. al pouvant étre considérées comme des variants

rares.

La portion soluble de la TM, ou sTM, correspond a la partie extracellulaire de la TM ; sa

117
I

concentration plasmatique est aux alentours de 30 a 50ng/ml~"". Elle est générée par le
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clivage enzymatique de la TmHE120

. La sTM est augmentée en cas d’agression endothéliale
(sepsis, CIVD - coagulation intravasculaire disséminée -, inflammation)™!. Sur le plan
thérapeutique, dans les MAT rattachées a la transplantation, les coagulopathies liées aux
greffes de cellules hématopoiétiques, la maladie veino-occlusive du foie ou les réactions de
greffon versus hdte (GVH)***??, I'administration de sTM a été rapportée comme bénéfique.
Elle a également été testée avec des résultats positifs au Japon, chez des patients présentant
une CIVD'?*'*, Ces pathologies variées avaient en commun les Iésions endothéliales, un état
d'hypercoagulabilité et un état proinflammatoire par sécrétion de cytokines. Dans des
études précliniques sur la pré-éclampsie, la TM recombinante améliorait significativement le
débit sanguin utéro-placentaire, I'oxygénation foetale et placentaire, et diminuait le taux de

mortalité foetale!?”.

4 - Physiopathologie du SHUa : le complément n'est pas suffisant

4.1 - Nécessité de facteurs additionnels
Si I'activation excessive de la voie alterne joue un role clef dans la genése du SHUa, la

présence d’'une anomalie favorisant la dérégulation de ce systeme n’apparait pas suffisante.
En effet, le SHUa est une pathologie dont la pénétrance s’avere variable (~50%) et modulée
par le type et le nombre de mutations, ainsi que par la présence associée ou non d’éventuels

polymorphisme5126_129. D

‘autre part, deux patients porteurs des mémes mutations ou
polymorphismes ne déclenchent pas pour autant tous les deux la maladie, suggérant

également un role fort de I’environnement.

Dans les cohortes de patients atteints de SHUa, un facteur déclenchant ou "trigger" est mis

79,130

en évidence chez plus de la moitié des patients . Cela pourrait participer a expliquer

pourquoi 40% des tableaux de SHUa ne se déclarent qu'a I'dge adulte’®*®

. Ce trigger peut
étre un phénomene infectieux, tel qu'une infection des voies respiratoires ou de |'appareil
digestif, décrit chez prés de 80% des cas dans les cohortes pédiatriques*®'. Caprioli et al. ont
également rapporté un taux élevé d'infections précédant le SHUa, a savoir respectivement
100%, 70% et 60% pour les mutations de MCP, FH et FI.®. La grossesse est aussi un trigger
fréquent : chez 20% des femmes présentant la maladie, le premier épisode de SHUa est

survenu en lien avec la grossesse (dont 80% en post part‘um)m'133

. La transplantation est
également mise en cause, pouvant étre le facteur déclenchant d'un SHUa chez des patients

présentant une anomalie de régulation du complément qui n'avait, jusqu'alors, jamais parlé
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cIiniquementsg. Ces triggers, de nature variée, favoriseraient probablement Ile
développement d'un environnement vasculaire prothrombotique, et la dysrégulation du
complément serait ainsi un facteur prédisposant a l'apparition d'une MAT, apres activation
de I'endothélium. Ces observations de phénomenes en cascade soulignent le concept de

multiples hits.

4.2 - Concept de multiples hits et dépassement des capacités de régulation de la CE
Plusieurs travaux de notre équipe ont développé et argumenté ce concept de hits multiples,

cherchant a expliquer la cascade de la microthrombose dans le SHUa, suite a une agression

endothéliale™!3*,

1/ En conditions basales, I'endothélium est quiescent, sa perméabilité est limitée a ses
fonctions physiologiques d'interface sang/tissu. Les CE favorisent la circulation sanguine,
synthétisent des médiateurs vasodilatateurs et antithrombotiques, et expriment peu de

protéines d'adhérence.

2/ En réponse a une agression (ex : infection, grossesse, transplantation, médicament...), le
phénotype endothélial évolue vers un profil prothrombotique et proinflammatoire. Sa
perméabilité est augmentée, ainsi que I'expression de molécules d'adhérence qui engendre
le recrutement de leucocytes. Cette adaptation physiologique vise a contrecarrer une

agression par un pathogéne.

3/ Le niveau d'activation endothéliale peut, en conditions pathologiques, étre dépassé et les
mécanismes de régulation saturés, par exemple en cas d'inflammation forte, de choc
septique ou d'hémolyse massive. Une suractivation du complément (via un déréglement du
complément dans le SHUa) favoriserait alors I'activation endothéliale par un défaut de
protection de l'endothélium agressé. Cette activation, initialement bénéfique, pourrait
induire des lésions de I'endothélium hote. Le complément serait insuffisamment régulé avec
production en excés de C3b et d’anaphylatoxines a l'origine de I’exocytose des corps de

Weibel Palade endothéliaux. Denses et multiples, ce sont des vésicules stockant des

135,136 137

protéines, dont la P-sélectine et le facteur von Willebrand (VWF)™’, impliqués tous
deux dans I'hémostase. Il s'ensuit |'activation et I'agrégation plaquettaire et |'activation de la
coagulation, qui forment des thrombi fibrino-plaquettaires. Les globules rouges se lysent

alors sur ces micro thrombi, libérant I'hémoglobine puis I'héme. L'heme, activateur de la voie
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alterne du complément, pourrait ainsi jouer le réle de "second hit" et amplifier I'événement

thrombotique.

4.3 - Pourquoi I'’endothélium glomérulaire dans le SHUa ?
Aprés une bréve description de I'endothélium et de ses propriétés, nous tenterons de

déterminer si certaines spécificités de I'endothélium glomérulaire peuvent expliquer le

tropisme rénal du SHUa.

4.3.1 - Endothélium : Présentation générale
L'endothélium vasculaire est stratégiquement situé entre I'espace intravasculaire et la paroi

vasculaire proprement dite. Sa premiere description daterait de Harvey en 1628, dans un

||138. L

texte intitulé "Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et Sanguinis in Animalibus a

description était complétée par Malpighi en 1661, qui décrivait les capillaires, séparant le

sang des tissus™>®

. Reckinghausen conceptualisait la CE, et I'anatomiste suisse Wilhelm His
introduisait en 1865 le concept d'endothélium en le différenciant des épithéliums'*. La
description précise de la structure de I'endothélium débute dans les années 60 par les

141

travaux de recherche de Florey " . Le développement d'isolement et de méthodes de culture

cellulaire dans les années 70 a rendu possible I'analyse fine de la biologie cellulaire

142

endothéliale™. En quelques dizaines d'années, de multiples fonctions ont été reconnues a

I'endothélium, jouant un réle vital dans I'homéostasie tissulaire, le tonus vasomoteur,

I'immunité innée et adaptative™**'**,

Il se constitue d'une fine couche monocellulaire tapissant la face interne des vaisseaux
sanguins et lymphatiques, depuis leur origine, a la sortie du coeur, jusqu'aux capillaires, leurs
plus fines ramifications intra organes. On divise classiquement I'endothélium en deux
grandes catégories, selon le diametre des vaisseaux (cf. Figure n°4) : le systéme
macrovasculaire (artéres, veines) et le systéme microvasculaire (artérioles, veinules,
capillaires). On estime le nombre de CE a 10" soit environ 1,5kg. Ce tapis repose sur une

membrane basale composée, en autre, de collagéne et glycoprotéines.
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Figure n°4 : Schéma représentatif des structures vasculaires (d'aprés Benjamin Cummings
Publishing compagny, 2001)

Les cellules sont jointes par des jonctions serrées (fusions membranaires focales) ou
communicantes (accolement simple de 2 membranes). La surface endoluminale des CE est
couverte du glycocalyx, un fin manteau fragile qui fut découvert dans les années 60 grace a

%5 1l se constitue principalement de glycoprotéines,

la microscopie électronique par Luft
protéoglycanes et GAG, parmi lesquels I'héparane sulfate, aux propriétés anticoagulantes'*®
(cf. Figure n°5). Le glycocalyx, chargé négativement, participe a la régulation du trafic
cellulaire. Par exemple il repousse les plaquettes circulantes et les leucocytes circulants

147

chargés négativement. Il régule également la circulation de macromolécules . Des travaux

chez l'animal ont démontré que la dégradation du glycocalyx engendrait une

8 et sa dégradation par des héparinases engendrait une

hyperperméabilité capillaire™
o . 14 s e 4. . .
adhésion leucocytaire'. Les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de ces

cellules sont sujettes a hétérogénéité.

Figure n°5 : Schéma représentatif du glycocalyx endothélial et ses constituants principaux
(d'aprés Reitsma et al., 2007, Eur J Physiol**®)

4.3.2 - Hétérogénéité endothéliale
Alors que la majorité des travaux publiés dans les années 80 étaient concentrés sur |'étude

des HUVEC, en faisant un modele classique de la littérature (et dans une moindre mesure les
CE bovines aortiques), quelques équipes se penchaient sur I'hétérogénéité endothéliale,

150-152

notamment avec l'utilisation de I''HC (immunohistochimie) . Différents lits vasculaires

étaient décrits, dont les protéines exprimées différaient. Auerbach isola et utilisa des cellules
de nombreux organes différents pour approcher ce concept d'hétérogénéité endothéliale’™.
Rapidement, les cliniciens se sont intéressés a I'hétérogénéité endothéliale afin de
comprendre les mécanismes physiopathologiques de certaines maladies avec une atteinte

d’organe spécifique.
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Hétérogénéité structurelle : les CE sont de formes généralement losangiques mais varient
dans leurs dimensions, selon qu'elles tapissent le systéme macro ou microvasculaire. Une
étude de Kribria et al.™* sur la variation de la forme des CE chez le rat retrouvait, par
exemple, que les CE aortiques étaient longues, étroites et fusiformes tandis que les CE de la
veine cave inférieure étaient longues, étroites et rectangulaires. Dans une étude de la
microcirculation trachéale chez le rat, les CE étaient allongées et fusiformes dans les
artérioles, de forme irréguliere dans les capillaires, et grandes et elliptiques dans les veinules
post-capillaires’®. D'autre part, I'endothélium peut étre continu (fenétré ou non) ou
discontinu (cf. Figure n°6). L'endothélium non fenétré continu se trouve dans les arteres,
veines et capillaires du cerveau, de la peau, du cceur et du poumon. L'endothélium fenétré
continu se retrouve dans les organes ayant un roOle de filtration ou de transport
transendothélial : les capillaires des glandes exo et endocrines, I'estomac, la muqueuse
intestinale, le plexus choroide et enfin les glomérules et certains capillaires péri tubulaires.
Les endothéliums discontinus sont décrits dans les lits vasculaires sinusoidaux, dont on peut

. . 143,144
citer le foie ou la rate**,

Figure n°6 : Schéma représentatif de I'hétérogénéité de perméabilité endothéliale (d'aprés
Aird, Circulation Research, 2007143)

Hétérogénéité fonctionnelle : Les fonctions de I'endothélium sont nombreuses. Outre leur
fonction classique de barriere, les CE interviennent dans la régulation du tonus vasomoteur
et de la perméabilité vasculaire, du contréle de l'inflammation tissulaire et de la
thrombose™®, notamment par l'agrégation plaquettaire, I'adhésion leucocytaire et la
prolifération des cellules musculaires lisses. Les acteurs impliqués dans ces processus
physiologiques sont sécrétés apres activation de I'endothélium par de nombreux agonistes
(neurotransmetteurs, hormones, produits des plaquettes ou de la coagulation). Ces
molécules se lient majoritairement a I'endothélium par des récepteurs couplés a une
protéine G (GPCR)™. Le tonus vasomoteur est régulé par de nombreux facteurs
endothéliaux, vaso-constricteurs (ex : thromboxane A2, endothéline-1, angiotensine Il) ou

158

vaso-dilatateurs (ex : monoxyde d'azote ou NO, prostaglandine 12 ou PGI2)™". Le tableau n°5

illustre la répartition hétérogene des principaux facteurs de I'hémostase
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Tableau n°5 : Hétérogénéité endothéliale de répartition des facteurs de I'hémostase dans des
modeles cellulaires, animaux et a partir de donneurs humains décédés (adapté de Roumenina

et al.”*)

Fonctions

Modeles

Vaisseaux

Souris Etat basal Poumon > cerveau > 159
Adhésion (ARN, Ag) . L cceur > rein > foie
N : Veines (ubiquitaires) > :
plaqu , Souris LPS artéres (mosaique A :ceeur, rein
VWF proteine (ARN) statique) \ : cerveau
chaperon du 2 don M Mi 160
£ r VI Humain : CIS e AT (A2 Coeur > poumon > rein >
acteu (mort
(ARN) R cerveau > foie
HUVEC, Basal / tert
BAECS TNFa, LPS *
Prog. de
CE (ARN) Basal / Pas ou peu d'expression 163
. TNFa / 7 expression et
T Initiateur de la activité
Babouin cepsis 3 £ A activité dans les 164
coz ' glomérules et les septas
alvéolaires
. Sepsisa E.  Branches artérielles >
Babouin p 165
coli gros segments (aorte)
. - Poumon > cceur >
e . . Microvx (capillaires, ! ! 166
PAI-1  Antifibrinolytique  Souris Basal / LPS veinules) / 7 cerveau / 2 coeur >
poumon > cerveau
CE
humaines Basal / GEC>HUVEC/ NN GEC 147
e TNFa >N HUVEC
Anticoagulant Humain Placenta, poumon > foie,
™ Régulateur du (prot) 4 don. Tous les segments rate > rein, cceur > 14
complément prot. cerveau =0
. 2 don. .
Humain (mort Poumon, coeur > foie > 160
(ARN) - rein > cerveau
Souris basal / Poumon > cceur > rein, 168
(ARN) TNFa, LPS cerveau >foie=0/\
TFPI Anticoagulant . 2 don. :
Humain (i Microvx 44 Placenta > poumon, foie 160
(ARN) S > rein, coeur > cerveau
Humain
3 don. +++ : coeur, poumon,
(prot.) foi 169
Babouin oie, cerveau
. Basal Macrovx ++, faible dans ++ :rein
EPCR Anticoagulant (prot.) o
les capillaires
Souris. rat Placenta > poumon >
(ARN)' Basal foie > coeur rein > 170

cerveau

Ag : antigéne, CE : cellules endothéliales, don. : donneurs, EPCR : récepteur endothélial a la protéine C, FT :
facteur tissulaire, macrovx : macrovaisseaux, microvx : microvaisseaux, PAI-1 : inhibiteur de l'activateur du
plasminogéne 1, prot. : protéines, TFPI : inhibiteur de la voie du facteur tissulaire, TM : thrombomoduline, vWF :
facteur von Willebrand
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4.3.3 - Particularités de I'endothélium glomérulaire

Systéme vasculaire rénal et particularités de I'endothélium glomérulaire
Le débit sanguin rénal représente approximativement 20-25% du débit sanguin cardiaque®’*.

Le sang arrive au rein par l'artere rénale et ses branches, qui se divisent en arteres
interlobaires, arquées et interlobulaires (cf. Figure n°7). Les artérioles afférentes provenant
des artéres interlobulaires pénetrent dans la pelote de capillaires glomérulaires, puis la
circulation continue par les artérioles efférentes, jusqu'aux capillaires péritubulaires ou la

vasa recta.

Figure n°7 : Illlustration d'un glomérule et d'un capillaire glomérulaire (d'aprés Aird,
Circulation Research, 2007***)

Les capillaires glomérulaires ont un role de filtre, perméables a l'eau et aux petites
molécules, mais physiologiguement imperméables aux macromolécules. Le filtre
glomérulaire comporte 3 couches : I'endothélium (et son glycocalyx), la membrane ou lame
basale glomérulaire et les podocytes (cf. Figure n°7). Les CE glomérulaires forment la
premiére barriére a la filtration. Elles participent au contréle de la vasomotricité par la

sécrétion de facteurs tel que le NO'"?, les prostaglandines®” ou I'ET-1 (endothéline-1)*"*.

L'étude des particularités phénotypiques des CE glomérulaires a longtemps été rendue
difficile par les difficultés inhérentes a leur fragilité en conditions expérimentales.
L'immortalisation d'une lignée cellulaire de CE glomérulaires humaines a pu étre réalisée en
2006 par I'équipe de Satchell, cellules auxquelles nous avons eu recours pour nos travaux'”.
In vivo, les CE glomérulaires humaines expriment de fagcon continue et uniforme CD31 et

CD34 alors que I'expression de VWF était focale ou négative176.

La microvascularisation rénale présente une compartimentation inhérente a son réle de
filtration. Trente % du volume sanguin étant filtré par le glomérule, le sang pénétrant dans

les artérioles efférentes présente une viscosité nettement accrue. En fonction de leur
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hétérogénéité fonctionnelle, les différents compartiments microvasculaires rénaux
expriment des marqueurs moléculaires distincts. Par exemple, eNOS (endothelial Nitric
Oxide Synthase) est plus élevée dans les CE de la médullaire rénale (vasa recta) que dans le
cortex (glomérules et capillaires péritubulaires)*’’. Les connexines 37 et 40 sont exprimées
dans I'endothélium des artérioles afférentes, mais non dans les artérioles efférentes chez la
souris; la connexine 43 est exprimée a la fois dans les artérioles afférentes et efférentes;

178 Les

aucune des connexines ci-dessus n'est présente dans les capillaires glomérulaires
claudines 10 et 15 sont exprimées dans I'endothélium des vasa recta, mais ne sont pas

retrouvées dans les artérioles afférentes ou efférentes’®.

Des travaux datant de 2013 ont étudié par microdissection de glomérules de patients
atteints de SHUa, versus des glomérules de patients controles, I'expression de génes codant
pour des protéines impliquées dans la coagulation. PAI-1 était 95 fois plus exprimé dans les
glomérules de patients atteints de la maladie, alors que le tPA était moins exprimé.
L'expression de VWF était 3 fois plus élevée dans les glomérules de patients atteints de
SHUa. Les auteurs ne retrouvaient pas de différence pour I'expression de I'"ADAMTS-13.
L'expression de la TM était 7 fois plus élevée dans le SHUa, corrélée de facon positive avec

I'expression des facteurs de transcription KLF2 et KLF4'°.

Endothélium glomérulaire et complément
La différence de distribution entres molécules régulatrices du complément selon les

endothéliums a été peu étudiée. Une de nos hypotheses initiales était que ces différences
phénotypiques pourraient expliquer en partie une susceptibilité aux stimuli inflammatoires
ou thrombotiques. En 2016, Sartain et al."®” ont comparé des cultures primaires cellulaires
(HUVEC et de CE glomérulaires humaines commerciales). lls constataient une expression des
régulateurs du complément a I'état basal faiblement différente en RTqPCR : respectivement
x2, x1.7, x0.3 et x0.3 pour la TM, CD59, MCP et DAF sur les CE glomérulaires par rapport aux
HUVEC. En cytométrie en flux (FACS), a la surface des 2 types cellulaires, la TM était 2 fois
plus exprimée que DAF et MCP, tandis que CD59 était 13 fois plus exprimé que la TM.
L'intensité relative de ces 4 régulateurs en FACS était équivalente sur les 2 types cellulaires.
La comparaison des geénes de la voie alterne notait des différences entre HUVEC et CE
glomérulaires : I'expression du facteur P (ou properdine), du FD et du FH était

respectivement plus élevée de 7, 3 et 3 fois sur les CE glomérulaires. Il n'y avait pas de
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différence pour les niveaux d'expression génique de C3, C4, C5, FB, Fl ainsi que pour le vVWF
et 'ADAMTS-13. Les auteurs ont ensuite étudié les différences d'expression de ces protéines,
aprés stimuli proinflammatoires par des cytokines (IL-1B, TNFa). Les différences aprés
stimulation étaient modestes. La principale différence résidait dans |'expression de la TM
apres stimulation par le TNFa. L'expression de la TM diminuait de 2,8 fois sur les HUVEC et
6,7 fois les CE glomérulaires, RTqPCR, avec une diminution respective de 14 et 20 fois
mesurée en FACS, associée a une baisse d'activation de la protéine C par le complexe TM-

thrombine, et donc un phénotype procoagulant.

81 un travail de comparaison de I'expression des protéines

La méme équipe publiait en 2018
liées au complément sur les CE glomérulaires, versus des CE microvasculaires de cerveau
(BMVEC) a I'état basal et stimulées par le TNFa. Les protéines de la voie alterne C3, FB et C5
étaient significativement plus exprimées sur les BMVEC. A l'inverse, le FD y était moins
exprimé. Certains régulateurs du complément étaient plus exprimés a I'état basal et sous
stimulation a la surface des BMVEC (MCP, TM, DAF, Fl et FH), pouvant rendre compte d'une
susceptibilité au complément plus importante sur les CE glomérulaires. En effet, celles-ci
généraient plus d'anaphylatoxines C3a et C5a dans leur surnageant, en faveur d'une

activation des C3 et C5 convertases plus intense a leur contact. Le tableau n°6 présente

I'hétérogénéité de distribution du complément décrite dans la littérature
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Tableau n°6 : Hétérogénéité endothéliale de répartition des protéines du complément, sur

des modeéles cellulaires, humains et animaux (adapté de Roumenina et al. 134)

Pro
t.

Fonctions

Modeles

Expression

Conditions associées a

une 1

Cc3 Progéniteur C3a, C3b HUVEC Faible IL-1B, TNFa,
et fragments (ARN, prot.) HUVEC = GEC glucocorticoides + IL- 186
d'activation du C3 lo +/- IFNy *

(ic3b, C3dg, C3d)
CE rats, hGEC (ARN, TNFa
prot.)

FB  Clive C3/C5 HUVEC (ARN, protéine) Faible TNFa, IL-1B, tor,182
Active les C3/C5 HUVEC = GEC glucocorticoides + IL-  **°
convertases alternes 1a, IFNy

hGEC (ARN, prot.)
TNFa, IL-1B

FD  Clive laliaison C3b-FB hGEC (ARN) HUVEC HUVEC (faible) < TNFa, IL-1B (faible) 167,186
pour former C3/C5 (ARN) hGEC
convertases alternes

FP Stabilise C3/C5 HUVEC, EC cardiaques Faible "shear stress" 186,187
convertases alternes (ARN)

Initie la VA
HUVEC, hGEC (ARN) HUVEC << GEC 17

FH Accélere la HUVEC HUVEC << GEC IFNy, héme SEL
dissociation des (ARN, prot.) 190,167,
convertases; cofacteur 180
du FI hGEC (ARN, prot.)

FI  Dégrade C3b HUVEC (ARN, prot.) + IL6 +/- IFNy* 1e7,182,

186,190
hGEC (ARN, prot.)
HUVEC = GEC

*résultats contradictoires. FB : facteur B, FD : facteur D, FH : facteur H, Fl : facteur I, FP : facteur P (properdine),
GEC : Glomerular Endothelial Cells, hGEC : human GEC, HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cells, prot. :
protéine, VA : voie alterne
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Le SHUa est donc une MAT a tropisme rénal. La dérégulation de la voie alterne du
complément joue un réle majeur dans la genese de la maladie. Cependant, d'autres facteurs
sont également impliqués, la maladie ne s'exprimant parfois qu'a I'dge adulte, chez des
patients porteurs de mutation depuis leur naissance. L'on en déduit le concept d'un trigger
d'activation endothéliale (infection ou grossesse par exemple), qui, conjugué a des anomalies
de régulation du complément, aboutit au phénotype microvasculaire proinflammatoire et
prothrombotique du SHUa. Quels que soient ces triggers, un tableau de SHU comporte une
agression endothéliale, la formation de thrombi dans les microvaisseaux, puis, dans un
deuxieme temps, une hémolyse intravasculaire par lyse des globules rouges sur les thrombi.
Les facteurs expliquant la prédominance des Iésions du SHUa au niveau de I'endothélium
glomérulaire demeurent a ce jour inconnus. Nous avons émis I’hypothese que I’hémolyse
pourrait contribuer a expliquer le tropisme rénal observé dans le SHUa. Nous y consacrerons

ainsi le second chapitre.
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Chapitre 2 - Role de I'hémolyse dans la susceptibilité rénale aux MAT

Ce second chapitre sera consacré a I’hémolyse et nous nous intéresserons plus
particulierement au réle de I’heme, identifié comme "second hit" dans le SHUa, capable
d’amplifier les lésions de MAT via une activation du complément et I'aggravation de la
dysfonction endothéliale. Nous décrirons les liens existants entre I'hnéme, le complément, et
les mécanismes de détoxification de I'heme. Afin de préciser le réle de I'héme dans les lésions
de MAT rénales, nous effectuerons une bréve présentation des maladies hémolytiques

atteignant le rein, dans le but d'en dégager certains dénominateurs communs.

1 - L’hémolyse : description générale

L'hémolyse est définie par la destruction des globules rouges (GR) libérant I'hémoglobine
(Hb) dans la circulation sanguine. Chez les individus sains, la durée de vie d'un GR est de 120
jours au terme desquels le GR est détruit, par hémolyse intratissulaire au niveau splénique

1

ou hépatique™’. L'hémolyse pathologique amplifie ces mécanismes et, a l'inverse des

mécanismes physiologiques d'élimination des GR, a lieu majoritairement en intravasculaire.

1.1 - L'hémolyse intratissulaire
La destruction des GR intratissulaires concerne 85% des GR vieillis et s'effectue en plusieurs

étapes, représentées figure n°8 :

- Phagocytose des GR vieillis dans le cytoplasme des macrophages hépatiques, spléniques ou

médullaires.

- L'Hb, principal compostant des GR, est alors décomposée en ses différents constituants :
I'heme (porphyrine contenant du Fer) et la globine. La globine est dégradée (catabolisme
protéique). Le fer est recyclé dans I'érythropoiése ou stocké dans les macrophages via la
ferritine. L'héme est transformé en biliverdine sous l'action de I'héme-oxygénase (HO),

192 L3 biliverdine est transformée en

réaction produisant du monoxyde de carbone (CO)
bilirubine (dite bilirubine libre, non conjuguée, ou encore indirecte, dont la structure

tétrapyrrolique est encore fermée) qui va se lier a I'albumine dans le plasma.

- Au niveau hépatique, cette bilirubine non conjuguée et non aqua-soluble, est transformée

en bilirubine conjuguée, par conjugaison de cette molécule avec l'acide glucuronique
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(ouverture de I'anneau tétrapyrrolique et formation d’une structure linéaire), au ratio de 2

molécules de glucuronide / 1 molécule de bilirubine®*>.

- Soluble dans l'eau, la bilirubine conjuguée est ensuite excrétée dans la bile et donc
directement injectée dans le duodénum. Elle sera alors dégradée par la flore intestinale et
transformée en stercobiline (pigment qui colore les féces) et en urobilinogene qui est
réabsorbé via le cycle entéro-hépatique puis filtré au niveau rénal, menant a l'urobiline qui

est retrouvée dans les urines™”.
Au cours de I’"hémolyse, la concentration de bilirubine libre sérique est augmentée.

Figure n°8 : Schéma représentatif de I'hnémolyse intratissulaire

@ GR vieillis
o ©

l Phagocytose Macrophage tissulaire

Hépatocyte

Hb : dégradation

Heme + globine - aa

Bilirubine
non conjuguée

T~ Bilirubine

conjuguée

Bilirubine

Porphyrine > . )
non conjuguée

Fe

/

Bilirubine Elimination
non conjuguée + albumine systeme biliaire

aa : acides aminés, Fe : ferritine, GR : globules rouges, Hb : hémoglobine

1.2 - L'hémolyse intravasculaire
Celle-ci représente environ 15% de I'hémolyse physiologique, par lyse osmotique des GR

vieillis ou par fragmentation dans les capillaires. Elle est majoritaire en cas d'hémolyse

massive, pathologique. Ses étapes sont illustrées Figure n°9.

L'Hb libre se fixe a I'haptoglobine (Hp), qui est une a2 globuline dont la synthese est
hépatique. Alors que la demi-vie de I'Hp plasmatique libre est de 4 a 5 jours, celle du

complexe Hp-Hb est de moins de 30 minutes par catabolisme hépatique®®>.
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Dans I’"hémolyse intravasculaire, I'Hp est tres abaissée, parfois indosable en cas d’hémolyse
massive. L'Hb libre intravasculaire est alors en partie captée par les hépatocytes et dissociée
en diméres af qui traversent le filtre glomérulaire ou ils sont partiellement réabsorbés. Si la
réabsorption est saturée, |'excés d’Hb libre au niveau urinaire provoque une

hémoglobinurie'®.

Cette réabsorption de I'Hb libre au niveau tubulaire rénal induit un catabolisme et un
stockage du Fer. On peut alors visualiser ces dépots de fer dans les cellules tubulaires par

coloration de Perls, qui signe I'hémosidérinurie®’.

Figure n°9 : Schéma représentant les étapes de I'hémolyse intravasculaire

Macrophage

Haptoglobine (Hp)
Hémopexine (Hx)

Hb libre

CD 163

Heme ——> Bilirubine

. . non conjuguée
Dimeéres d’Hb libre

\1\ Hx / Heme

\ Bilirubine
Heme libre non conjuguée
en exces

Hémoglobinurie

CD91

Dimeéres
en exces

/

Hémoglobinémie

Heme Bilirubine
non conjuguée

\L &phyrine /
Fe

Bilirubine
conjuguée

Hépatocyte

Elimination systeme biliaire

aa : acides aminés, Fe : ferritine, GR : globules rouges, Hb : hémoglobine, Hp : haptoglobine, Hx : hémopexine

L’'heme libre intravasculaire peut par ailleurs se lier a I'alboumine et a I’hémopexine (Hx)
(Bglycoprotéine de synthese hépatique). Le complexe Hx — héme est capté par les
hépatocytes et I'Hx est libérée du complexe et retourne partiellement dans le plasma tandis

que I'héme est dégradé en intra-hépatique®®.
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L'hémolyse est considérée comme pathologique lorsque la durée de vie du GR est raccourcie
et engendre une anémie, dite hémolytique, rattachée a cette destruction accélérée des GR.
Cette définition demeure imparfaite pour deux raisons. D'une part, un phénomeéne de
réduction de la durée de vie des GR est observé dans la majorité des anémies, quelle qu’en
soit la cause (ex: anémie ferriprive, insuffisance médullaire). Ces affections ne sont pas
considérées comme des anémies hémolytiques car la destruction globulaire n'est pas la
cause de l'anémie. D'autre part, toute réduction de la survie des GR n'entraine pas
systématiquement une anémie. Celle-ci survient lorsque la moelle osseuse ne peut plus
compenser la perte de GR due a I'hémolyse malgré I'augmentation de la production de GR

(anémie régénérative).

On distingue sur le plan étiologique les hémolyses de causes corpusculaires (anomalie
intrinseque, innée ou acquise, du GR) et les causes extracorpusculaires, rattachées a un

facteur extrinseque (cf. Tableau n°7).

Tableau n°7 : Principales étiologies d'hémolyse

Causes corpusculaires

Maladies de I'Hb . Drépanocytose, thalassémies, Hb instable
Enzymopathies Déficit en G6PD, en pyruvate kinase, Wilson
Maladies de la Constitutionnelle (sphérocytose, elliptocytose, stomatocytose)
membrane ~ Acquise (HPN, déficit des protéines d’ancrage de DAF et CD59)
| Causesextracorpusculaires |
Immunologiques Auto immune
Allo immune (post transfusion, materno-fcetale)
Toxiques Saturnisme, cuivre
Médicamenteuses Ribavirine, sulfone
Bactériennes Perfringens
Parasitaires Paludisme, babésiose
Mécaniques MAT
Valves cardiaques mécaniques

G6PD : glucose-6-phosphate déshydrogénase, Hb : hémoglobine, HPN : hémoglobinurie paroxystique nocturne,
MAT : microangiopathie thrombotique

2 - Heme et hémoglobine : description générale
La molécule centrale impliquée dans I'hémolyse est donc I'Hb. Aprés une description

générale de cette protéine, nous détaillerons plus particulierement I'un de ses composants,
I'heme, utilisé dans notre modele mimant I'hémolyse, a travers I'étude de ses effets

proinflammatoire et de sa régulation.
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2.1 - L'hémoglobine
Les premiers écrits retrouvés concernant la notion de globule datent de 1674 lorsqu’Antoni

van Leeuwenhoek établissait la description de l'analyse de son propre sang, composé

nl1l99

majoritairement "de petites formes globulaires et rouges Les premieres études

décrivant I'Hb datent du XlIXe siecle. Sa découverte est attribuée a Hunefeld en 1840 a

200 201

l'université de Leipzig”™. La structure de I'Hb fut établie par Perutz en 1959°". Cette
découverte lui valut de partager le prix Nobel de chimie en 1962 avec Kendrew, et ses

travaux semblables sur I'étude de la myoglobine.

Figure n°10 : Schéma représentatif des structures de I'Hb et la molécule d'héme

L'Hb est une métalloprotéine contenant du Fer, présente au sein des érythrocytes. Sa
fonction principale est le stockage et le transport d'oxygene, de dioxyde de carbone et de
NO, de l'appareil respiratoire au reste de I'organisme ou se déroulent les échanges gazeux.
L'Hb est une chromoprotéine porphyrinique, de la superfamille des globulines. Il s'agit d'une
protéine de 64kDa hétérotétramérique formée de chaines polypeptidiques, identiques 2 a 2
(chez I'adulte ce sont les globines a et B) (cf. Figure n°10). Chaque globine présente un
repliement caractéristique, une poche hydrophobe, dans laquelle se situe un groupe

prosthétique : I'héme (le ratio étant d'une globine pour une molécule d'heme)?®.
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2.2 - L'héme

2.2.1 - Caractéristiques structurelles

L'heme, représenté sur la Figure n°10, correspond a la protoporphyrine IX qui est constituée
de 4 noyaux pyrroles (tétrapyrroliques) liés par un groupe -CH, et en situation basale d'un
cation de Fer a I'état ferreux (Fe**). La molécule tétrapyrrolique est plane, et I'atome de Fer
se lie par coordination au résidu d'histidine F8 de la globine. Ce résidu d'histidine proximal
est situé sous le plan de I'héme. La molécule de Fer peut également se lier de facon
réversible, par coordination, a la molécule d'O, au-dessus du plan de I'heéme, a I'histidine
distale. La poche hydrophobe dans laquelle est contenu I'héme lui permet d'étre maintenu a
'état ferreux (Fe?*). En cas d'oxydation, le fer passe a |'état ferrique (Fe®) et I'neme est alors

désigné sous le terme d'hématine, tandis que I'hémoprotéine devient la méthémoglobine®®.

L'heme est issu d'une synthese mitochondriale. C'est une molécule de nature hydrophobe
qui contient des groupes méthyles en positions 1, 3, 5 et 8; des groupes vinyle en positions 2
et 4 et des groupes d'acide propionique en positions 6 et 7. Plusieurs types d'héeme, qui
different selon la composition des chaines pyrroliques, sont présents dans la nature. L'héme
de type b est le plus fréquent et constitue la partie prosthétique de toutes les

hémoprotéines sauf les cytochromes (heme de type a et ¢)**.

2.2.2 - Récepteur de I'hneme
En 2007, Figueiredo et al.’®® identifiaient le premier récepteur extracellulaire a I'hnéme, en

démontrant que I'héme induisait la sécrétion de TNFa macrophagique par un mécanisme
dépendant de MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88), du récepteur TLR4 et
de CD14. Les conséquences physiopathologiques de cette liaison héme-TLR4 étaient
confirmées en 2014 dans un modéle murin de drépanocytose, ou I'heme provoquait la
dégranulation des corps de Weibel Palade, I'activation de la voie NFkB et la vaso-occlusion
sous I'effet du TLR4?®*. Ainsi, I'neme activerait TLR4 pour induire la production de cytokines
mais aussi la mort cellulaire par nécrose programmeée. La nécrose induite par I'héme serait

TLR4-dépendante, via la production de TNF?%.

Des études anciennes laissaient présager I'existence de plusieurs récepteurs cellulaires a
I'heme. En 1979, Grasbeck et al. rapportaient une liaison entre I'heme et les cellules de la

206

bordure en brosse intestinale, chez I'humain et le porc™. Grace a la spectrophotométrie, il a

été démontré que I'héme liait la protéine de myéline basique bovine?® ainsi qu'une protéine
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de surface de la bactérie Aeramonas salmonicidia®". L'étude d'interaction directe entre

héme et cellules murines révélait une liaison spécifique, réversible, saturable, d'affinité
modérée avec un récepteur’®, comme le laissait également suggérer la liaison directe de

210

I'heme aux cellules humaines hépatiques HepG2 Finalement, il s'avérait que de

212

nombreuses protéines liaient I'heme®", telles que la protéine du prion®", le peptide B

213 4 215

amyloide?®®, la myosine?**, I'normone de croissance (GH) ou encore la molécule

centrale du complément, le C3*.

En 2005, Shayeghi et al. **® rapportaient I'existence d'un transporteur de I'héme inconnu
jusqu'alors, le HCP1 (heme carrier protein 1), dans les cellules duodénales. En 2007, I'équipe
de Raghuram 2’ découvre que I'héme a pour récepteurs intracellulaires REV-ERBa (encodé
par le géne NR1D1) et REV-ERBB (NR1D2), de la superfamille des récepteurs nucléaires
hormonaux (NHR), orphelins jusqu'a cette découverte. La stoechiométrie de ces liaisons était
de 1:1, et leurs conséquences physiopathologiques décrites étaient le recrutement du
corépresseur NCoR, menant a la répression du géne BMALI, composant du rythme

circadien, sur un modele cellulaire (cellules HepG2).

Certaines interrogations concernant les récepteurs de I'héme restent en suspens. L'héme
peut induire la migration des neutrophiles in vitro, indiquant ainsi que I'heme agit comme

une molécule chimiotactique?®?*°.

Les chimiokines et les molécules chimiotactiques
peuvent induire la migration des neutrophiles par le biais de GPCR. L'inhibition
pharmacologique de plusieurs voies activées par les GPCR (PI3K, PKC, phospholipase C (PLC)
B, Rho et p38) a démontré que la migration des neutrophiles dépendait de I'activation des

219 pour Dutra et al.

voies de signalisation caractéristiques des récepteurs chimiotactiques
ces résultats soulévent la possibilité que I'heme activerait les neutrophiles via un GPCR, qui

serait a découvrir’®°.

3 - Conséquences de I'hémolyse

3.1 - Effets toxiques de I'héme libre
Dans un état pathologique d'hémolyse, I'heme libre circulant chez les patients est évaluée

198,221,222 pans les modéles murins, cette concentration atteint

aux alentours de 20 a 50uM
75 a 100pM??3. Lorsque le systéme de détoxification est saturé, I'héme entraine des effets

déléteres (cf. Figure n°10). La dualité de I'néme réside dans le fait qu'en petite quantité, elle
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induit des fonctions indispensables aux fonctions cellulaires, tandis qu'en exces, I'héme libre

cause des lésions cellulaires et tissulaires®** 2%/,

Figure n °10 : Schéma représentant les effets toxiques de I'héme au niveau cellulaire et son
implication dans certaines pathologies (adapté de Immenschuh et al, Frontiers in
Pharmacology, 201 7228)

3.1.1 - Stress oxydant
Les dérivés réactifs de l'oxygene (ROS) sont impliqués dans la physiopathologie de

nombreuses pathologies vasculaires, incluant les MAT, l'ischémie reperfusion ou encore
I'athérosclérose. La libération d'heme libre génere des ROS, qui vont engendrer des lésions
de peroxydation lipidique, d'agrégation protéique et des anomalies au niveau de I'ADN.
L'heme libre s'agrege dans les membranes et augmente la perméabilité membranaire et

I'oxydation. L'oxydation des composés membranaires peut mener a la lyse cellulaire®®*°,

21 | 'hneme favorise la

L'exposition des CE a I'héme favorise la mort cellulaire liée aux PNN
conversion des lipoprotéines de bas poids moléculaires en produits oxydésm, ce qui peut

étre considéré comme un trigger dans I'athérosclérose.

3.1.2 - Amplification de 'hémolyse
L'heme libéré en cas d’'hémolyse peut lui-méme entretenir voire aggraver ce phénomene.

En 1981, Albert Chou réalisait I'expérience suivante : la forme oxygénée de I'heme,
ferriprotoporphyrine IX, était mise en contact avec des érythrocytes de souris et des
érythrocytes humains. Cing uM de ferriprotoporphyrine IX provoquait une hémolyse de 50%
des érythrocytes en 2,5 heures, par atteinte de la membrane des globules rouges et

233 Gosh et al., en 2013, utilisaient I'néme

stimulation de la sortie de potassium par la cellule
comme déclencheur d'une crise aiglie hémolytique dans un modeéele murin de
drépanocytose?*. Cet effet hémolytique de I'héme était prévenu par le blocage du TLR4
(molécule TAK 242), récepteur endothélial a I'neme. Ce récepteur n'étant pas présent sur les
globules rouges, cette étude suggere le rble joué directement par I'endothélium dans
I'amplification de I'hémolyse.

3.1.3 - Effets pro-inflammatoires

In vitro, I'exposition des CE a I'heme stimule I'expression extracellulaire de molécules

d'adhésion : ICAM-1, VCAM-1, E-sélectine (démontré par Wagener 1997 sur des HUVEC)?®,
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ou P-sélectine”® probablement médiée par la génération de ROS intracellulaires, et
I'activation des facteurs de transcription de NFkB. Ces molécules d'adhésion participent a
I'état activé de I'endothélium, en recrutant des leucocytes, formant une des principales

caractéristiques d'un endothélium dit proinflammatoire.

Au-dela de I'effet sur les CE, I'heme semble avoir également un effet proinflammatoire direct
sur les leucocytes. L'activation des neutrophiles était étudiée dans les travaux de Graca-
Souza et al.*®, selon lesquels l'injection d'héme dans la cage thoracique de rats induisait une
migration leucocytaire dose-dépendante de I'heme. In vitro, I'héme provoquait le
chimiotactisme des neutrophiles, notamment par I'expression de la cytokine IL8. Notons
également qu'il existe un effet procoagulant de I'heme : I'hématine forme des complexes
avec le facteur VIII/VWF, altérant son activité fonctionnelle et participant a I'activation

plaquettaire via la liaison de VIII/VWF aux plaquettes®®’.

Pour certains auteurs, cependant, les effets pro-inflammatoires de I'héme seraient un
artefact observé expérimentalement, en I'absence de protéines neutralisant I'héme. Pour
ces mémes auteurs, méme en utilisant des milieux dépourvus de protéines neutralisant

I'heme, les effets de cette molécule resteraient inférieurs a ceux médiés par les cytokines tel

que le TNFo 3,

3.2 - Héme et complément
L'heme présente, la-aussi, une dualité : elle inhibe la liaison de Clqg avec ses ligands et, a

contrario, active la voie alterne du complément.

3.2.1 - Héme et voie classique
Il a été observé que I'exposition d'lgG a des ions ferreux augmentait leur liaison anticorps-

239

antigene et leurs propriétés anti-inflammatoires™. En 2006, il été démontré que I'heme

240

inhibait la liaison du C1q aux I1gG et IgM“™". Cette interaction était secondairement expliquée,

dans les travaux de Roumenina et al., par une liaison directe du C1q a I'néme (ratio 1:12)**".

3.2.2 - Héme et voie alterne
Les liens unissant la voie alterne du complément et I'héme, au cceur de nos travaux, ont été

plus explorés que ceux de la voie classique. En étudiant les effets proinflammatoires et
prothrombotiques de I'Hb libre, il était observé en 1992 que I'heme participait au clivage de

242

la molécule C3°*. L'étude de l'interaction héme - C3 a été poursuivie en pathologie humaine
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et notamment dans le paludisme. Dans cette pathologie, les érythrocytes circulants
présentent des niveaux réduits de 2 protéines de la cascade du complément : le CR1,
récepteur immun au C3b (non présent sur les CE) et le CD55, régulateur membranaire envers
les dépdts cellulaires de C3b*****. En outre, plusieurs observations révélaient que les C3b et

246-248

ses fragments étaient plus élevés dans les phases hémolytiques du paludisme . Plus

récemment, il a été démontré que le parasite Plasmodium était impliqué dans |'activation du

complément en se liant directement a C3b et C4b**°.

Le lien a alors été démontré en 2007 par Pawluczkowycz et al. qui prouverent que I'heme
activait la voie alterne du complément en favorisant un dépot des produits d'activation du
C3 sur les érythrocytes (C3b, iC3b, C3dg), en partie via le récepteur CR1, dans le paludisme®.
Notre équipe a par la suite confirmé I'activation de la voie alterne par I'hnéme (cf. Figure
n°11), en retrouvant une augmentation de C3a, C5a et du sC5b-9 dans du sérum humain
normal exposé a I'heme *. Cette activation de la voie alterne était confirmée sur des CE
exposées a I'héme avec une augmentation du dépot de C3b et de C5b-9 a la surface des
cellules, anomalies exacerbées en présence d'un sérum de patient porteur de SHUa avec un
complément dérégulé. L'heme interagirait avec la molécule C3 a proximité du pont
thioester, induisant des complexes C3-C3 et favorisant la formation de C3 et C5 convertases

hyperactives.

Figure n°11 : Représentation schématique des différents mécanismes (non exclusifs)
conduisant a l'activation du complément sur les CE par I'héme (de Frimat et al., Blood, 2013)

L'heme jouerait également un réle sur les régulateurs du compléments, induisant une
diminution de I'expression de MCP et DAF sur les CE* (cf. Figure n°11). De plus, I'héme
favoriserait une exocytose rapide des corps de Weibel-Palade (moins de 30 minutes),
entrainant une expression membranaire de la P-sélectine, protéine décrite comme
plateforme d'ancrage pour le C3b*°, et entrainant la libération du facteur de VWF,
prothrombotique, a la surface. Ces résultats suggéraient donc fortement que I'heme pourrait

amplifier les lésions endothéliales et les Iésions de thrombose dans le SHUa.
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Le réle de l'activation de la voie alterne par I'héme a également été étudié dans la

21 | 'observation de biopsies rénales de patients drépanocytaires retrouvait

drépanocytose
la présence de stigmates d'activation de la voie alterne et terminale du complément chez
80% des patients étudiés, ainsi que dans les reins d'un modele murin de drépanocytose

(cf. Figure n°12).

Figure n°12 : Etude anatomopathologique rénale des dépéts de C3b/iC3b dans la
drépanocytose (de Merle et al., JCI insight, 2018%")

2

Ces dépots de complément étaient reproduits dans un modéle murin d'hémolyse, via
I'injection de phénylhydrazine (PHZ), molécule visant a lyser les globules rouges et utilisée

252

autrefois dans la polyglobulie”. Ce modele d'hémolyse a été validé dans la littérature par

74233254 | ytilisation de scavenger de I'héme (hémopexine) et de

de nombreuses équipes
I'hémoglobine (haptoglobine) diminuait ces dépo6ts de complément (cf. Figure n°13). Sur des

HUVEC, I'heme favorisait I'expression des récepteurs aux anaphylatoxines C3aR et C5aR.

Figure n°13 : Etude anatomopathologique rénale des dépdts de C3b/iC3b sur modéle murin
d'hémolyse (de Merle et al., JCI insight, 2018°*")

3.3 - Atteintes rénales spécifiques liées a I'héme
Les lésions rénales rapportées a I'heme sont bien étudiées dans la littérature. Différents

mécanismes spécifiques sont rapportés. Rodriguez et al. en 2003, sur un modele de rat
perfusé avec de I'heme, décrivent plusieurs effets directement imputés a I'heme®®. Ils
rapportent une vasodilatation rénale par baisse des résistances vasculaires et une
augmentation de l'excrétion urinaire de sodium et du volume de diurése totale. Un
prétraitement par le méclofenamate de sodium (bloqueur de la cyclo-oxygénase) inhibait
I'effet vasodilatateur, supposant un mécanisme cyclo-oxygénase dépendant. Un
prétraitement par la mésorphyrine SnMPIX (inhibiteur de I'heme oxygénase) bloquait |'effet
diurétique et natriurétique, en faveur d'un mécanisme HO-dépendant par inhibition

tubulaire de la réabsorption du sodium, de mécanisme indéterminé. Dans une étude de
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1995, Nath et al. décrivaient un effet prooxydatif di a I'heme, sur une culture cellulaire de
cellules épithéliales tubulaires, par la peroxydation des lipides et une réduction du contenu

256

cellulaire en glutathion (antioxydant protecteur des ROS)”". L'heme inhiberait la croissance

des cellules épithéliales tubulaires, entre autres par les voies de I'apoptose, avec un arrét du

2>’ En 2017, Tabibzadeh et al.>® démontraient un effet de raréfaction des

cycle cellulaire
capillaires péri tubulaires dans un modéle murin. A contrario, dans I'étude de Nath et al.>°,
I'exposition répétée a I'heme chez des rats démontrait un role anti-inflammatoire de I'heme
par la prévention de I'activation de NFkB, I'expression de MCP-1 et l'inflammation cellulaire
tubulo-interstitielle, qui n'était pas présente chez les souris HO-17" (dont la mise au point du
modele de KO a été décrite par Poss et al.?*°). Récemment, cette méme équipe a étudié les
effets rénaux de I'héme qui passait, en partie seulement, par son agoniste endothélial
connu, le TLR4*®™. Via le blocage de TLR4 par TAK 242, les mécanismes de toxicité rénale
imputables partiellement a la liaison heme-TLR4 étaient une vasoconstriction et un effet
proinflammatoire sur les cellules épithéliales tubulaires (augmentation de I'expression de
MCP-1 via NFkB, retrouvée in vitro mais pas in vivo). Les auteurs suggéraient également un
role direct de I'heme par son affinité au NO, sans passer par la voie de TLR4. Dans cette
méme étude, l'induction de HO1 par NRF2 n'était pas modulée par le TAK 242, laissant

présager d'autres voies de signalisation de I'héme.

Dans une étude de notre équipe, caractérisant |'atteinte rénale d'un modéle murin
d'hémolyse, l'injection de PHZ révélait une dilatation tubulaire mineure mais significative,
suggérant une nécrose tubulaire aigué. Nous observions également une up-régulation des
marqueurs de 'atteinte tubulaire, kim-1 et ngal’®. La coloration de Perls, objectivant les

dépots ferriques, était fortement positive aux niveaux glomérulaire et tubulaire.

4 - Régulation de ’heme : role clef de I'heme-oxygénase
Ainsi, I'neme provoque, a court terme, un effet inflammatoire via le stress oxydant,

I'amplification de I'hémolyse et I'activation du complément, ainsi que des Iésions rénales
spécifiques nécessitant des systemes de régulation puissants. La détoxification de I'heme est
indispensable pour contrer I'oxydo-réduction qu’elle provoque. Plusieurs mécanismes sont
décrits chez I'humain : le systeme des hemes-oxygénases (HO1 et HO2) et les systémes
protéiques scavenger (hémopexine, albumine, almicroglobuline...). Nous détaillerons plus

particulierement ici I'HO-1, principal régulateur intracellulaire de ’lhéme.
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4.1 - HO : présentation générale
Les HO sont des enzymes impliquées dans la protection cellulaire envers le stress oxydant

induit par I'heme. Les premiers travaux cherchant a identifier le mécanisme catabolisant I'Hb

262 5 une équipe japonaise identifiait une enzyme, purifiée a partir de

remonteraient a 1967
foie de cochon d'Inde, catalysant la transformation de I'Hb en pigments biliaires et requérant
la présence de NADPH. Cette enzyme était initialement dénommée "heme amethenyl
oxygénase”. Les travaux de Tenhunen®®® décrivaient plus précisément & partir de fraction
microsomiale hépatique de rat que I'héme-oxygénase catalysait le clivage de I'heme contenu
dans I'Hb en bilirubine. En 1986, Maines démontrait la présence de plusieurs isoformes
d’HO*®*, dont deux s’aveéreront finalement avoir une activité catalytique pour I'heme : I'HO1,

265-267

d’origine mitochondriale et inductible et I’'HO-2, constitutive, dont les fonctions dans

268

I'homéostasie cellulaire ont été moins étudiées a ce jour™". Leurs génes respectifs sont ho-1

et ho-2.

L'HO-1 requiert la présence de I'enzyme cytochrome-p450-réductase, qui catalyse la réaction

269 Elle clive I'anneau

« NAPDH + H* + hémoprotéine oxydée réduite » pour dégrader I'héme
tétrapyrrolique contenant I'héme, causant la libération de CO avec une quantité équimolaire
de biliverdine et de fer. La biliverdine est alors convertie en bilirubine par une enzyme

cytosolique, la biliverdine réductase?’’.

L'expression intracellulaire de HO-1 a la membrane du systeme réticulo-endoplasmique est
induite par de nombreux stimuli, dont le stress oxydatif, et directement par I'entrée de
I'heme dans la cellule, via la liaison des complexes Hb-haptoglobine et heme-hémopexine a
leurs récepteurs spécifiques, respectivement CD163*"* et CD91%"2. L'augmentation rapide de
HO-1 aprés stimulation constitue l'une des caractéristiques de cette enzyme, dont la
synthése est régulée via de nombreux facteurs transcriptionnels et circuits de signalisation.
Parmi ceux-ci, on retrouve NFR2?”3, lui-méme induit par KLF2, notamment sous |'effet d'un

275

"27% comme cela a été démontré sur des HUVEC, ainsi que BACH1%".

"shear stress
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Figure n°14 : Schéma représentant les mécanismes de dégradation de I'héme par HO-1
(adapté de Schmidt et al., Frontiers in Pharmacology, 2012°7°)

4.2 - HO-1: ses effets anti inflammatoires

Le r6le majeur de HO-1 dans la protection vasculaire a été démontré par la publication du
premier cas clinique d'un patient de 6 ans présentant une mutation déficiente pour HO-1%"".
Notons qu'HO-2 était normalement exprimée chez le patient. Le patient souffrait d'une
anémie hémolytique, d’'une insuffisance rénale et d’une anomalie des voies de la coagulation
avec une élévation de la TM et du VWF. L'examen des |ésions rénales retrouvait de séveres
lésions endothéliales glomérulaires, une prolifération mésangiale et de multiples dép6ts

ferriques. Un tableau clinique similaire est rapporté chez la souris invalidée pour HO-1?.

La génération de bilirubine et de CO par catabolisme de I'heme confere également un réle
cyto-protecteur a HO-1. Par exemple, la bilirubine participe a neutraliser (par scavenging) les
radicaux peroxydés’’® et posséde une activité anti-oxydante?’”®. Cliniquement, elle est
associée a une protection contre le risque de maladie coronarienne®®. Le CO a des effets
anti-inflammatoires par inhibition de I'expression des cytokines inflammatoires TNFa et IL1[3,
via les MAPK?*!. L'induction de HO-1 stimule la synthése de ferritine impliquée dans la prise

en charge du fer libre qui, sous cette forme, est un puissant oxydant cellulaire.
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4.3 - HO-1: ses liens avec le systeme du complément
Certaines études tendent a montrer que HO-1 est protectrice envers le complément, via la

régulation de DAF. Ayant démontré que le VEGF induisait I'expression endothéliale de
HO-1%%2 et de DAF*®, et devant le lien supposé entre activité de HO-1 et baisse de I'activité
du complément dans l'inflammation”®*, une équipe a exploré le role de HO-1 dans la

198 )Is ont démontré que l'inhibition de HO-1 par ZnPPIX (zinc

régulation de DAF
protoporphyrine IX) réduisait I'expression de DAF sur des HUVEC. Cet effet était également
retrouvé sur des cellules de souris HO-17". L'utilisation sur des HUVEC d'un inducteur de HO-
1, le CoPPIX (Cobalt protoporphyrine IX), induisait DAF. L'induction de DAF sur les cellules
diminuait de 50% la présence de C3 a la surface des cellules, démontrant ainsi un effet
protecteur de HO-1 envers I'activation du complément. Fort de ces résultats, Detsika et al.?®
ont généré un modele de rat HO-17" et mis au point une lignée de CE glomérulaires dont
I'expression constitutive de DAF était diminuée. Il s’y associait une augmentation des dépots

de C3b sur ces cellules en présence de sérum de rat normal.

5 - Atteintes rénales des maladies hémolytiques
En cas d'hémolyse, comme nous |'avons vu, le rein est un lieu de filtration et de dégradation

de I'Hb libre intravasculaire. Aprés captation hépatique, elle est dissociée en diméres puis
traverse le filtre glomérulaire avant d’étre internalisée par les cellules épithéliales du tubule
contourné proximal. Deux récepteurs sont identifiés au pdble apical : la cubuline et a la

280 |’heme, dissocié de I’Hb, est alors pris en charge par HO-1, dont la synthése est

mégaline
fortement induite au sein des cellules épithéliales tubulaires par la présence d'heme®®’. Si la
réabsorption est saturée, en cas d'hémolyse massive, cet exces d’Hb libre au niveau urinaire
provoque une hémoglobinurie. Par ces mécanismes de prise en charge de I'Hb au niveau

rénal, le rein semble étre un organe particulierement |ésé au cours de I'hémolyse.

Le tropisme rénal a I'hémolyse est étudié depuis pres d'un siecle, notamment via des
modeles animaux de perfusion d'Hb induisant une insuffisance rénale aigué. Rapidement,
I'atteinte tubulaire a été mise en avant. Dans des travaux sur le paludisme, Yorke et
Nauss?®®, réalisaient en 1911 des injections d'Hb a des lapins. Ils observaient alors une
précipitation tubulaire induisant une obstruction tubulaire par des "pigments d'Hb", pouvant
expliquer l'intérét d'alcaliniser les urines afin de prévenir cette précipitation. En 1925, Baker

et Dodds publiaient les résultats d’autopsie de 2 patients ayant recu par erreur une
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transfusion sanguine non compatible289

. L'analyse histologique rénale révélait une dilatation
et obstruction tubulaire, sans infiltration ou inflammation. En 1947, Harrison réalisait des
perfusions d'Hb a des chiens, qui engendraient une insuffisance rénale aigué (élévation de la
créatininémie et de l'urée). L'examen anatomopathologique rénal révélait une nécrose

tubulaire aigué, des dépdts d'Hb intratubulaires et une hémodisérose tubulaire proximale?®.

Partant de ces observations, 3 mécanismes sont donc classiquement décrits a ce jour pour
expliquer la toxicité rénale de I’'heme: i) I'obstruction des tubules rénaux par la précipitation
des dérivés de I'Hb et la myoglobine (dans la rhabdomyolyse) ; ii) I'atteinte des cellules
tubulaires rénales par toxicité induite par le stress oxydant lié a la saturation en héme ; iii) la

diminution du débit sanguin rénal par vasoconstriction et par déplétion en NO.

En dehors de cette dysfonction endothéliale rapportée a la consommation du NO, I'atteinte
vasculaire n’est pas décrite, en particulier au niveau des capillaires glomérulaires. Nous
supposons que le potentiel prothrombotique et proinflammatoire de I'hémolyse et ses
dérivés au sein des microvaisseaux rénaux s’exprime préférentiellement en cas d’activation
ou lésion endothéliale préalables. C’est ainsi la somme d'un trigger endothélial, d'une
hémolyse et d'une dérégulation du complément (concept de hits multiples) qui pourrait
mener a d'authentiques Iésions microvasculaires. Le tableau n°8 illustre cette hypothese en
identifiant les lésions endothéliales ou le réle du complément dans d’autres exemples de

maladies hémolytiques que le SHUa.
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Tableau n°8 : Liste (non exhaustive) de pathologies associant une hémolyse et une atteinte

rénale, et arguments pour une implication du complément

‘ Maladie

Epidémio. &

physiopath.

Mécanismes hémolyse

Atteinte rénale

Role du complément

- Génération
thrombine et fibrine
par XN fibrinolyse, due
a 1 PAI

- MAT aPL médiée

- Réle du C5aR chez la
souris

- Utilisation Eculizumab
rapportée

Drépanocytose - 1/2000 naissances/an - Hémolyse chronique - Vaso-occlusion - GR sensibles a la
ou anémie en France sévere - stress ox, liaison du C3 et 91-
falciforme - + Fréquente en - Polymérisation Hb et altération 2 NO - formation C5b-9 2%8
Afrique désoxygénation, dysfonction - /1 Bb circulant
- Mutation chaine B obstruction microvx endothéliale - Activation VA par les
Hb, transmission - Altérations GR via properdine
autosomique récessive tubulaires - Dépots C3 et C5b-9
- Parfois MAT sur biopsies rénales
histologique
Paludisme - 500 millions cas/an - Lyse GR - IRA - Activation VC et VA: 3,299
(monde) - Hypersplénisme fonctionnelle A1 Bb, sC5b-9 et C4d 07
- Infection a - Dommages oxydatifs - cytoadhérence circulants (sérum
plasmodium membrane GR et rosetting patients)
transmise/moustique - Opsonisation/lyse —obstruction des - Réle C5a dans forme
médiée par capillaires neuro chez la souris
complément tubulaires, NTA - Activation VA par
- Cytoadhérence CE - Parfois tableau héme et vacuoles
microvx de MAT avec parasitaires
- Rosetting hémoglobinurie - Activation VL
Syndrome - Forme grave et - Atteinte macro et - Occlusion - Activation VA : 308
catastrophiques accélérée du SAPL (1%) microvx capillaire & AsC5b-9 et FD, N C3 312
des anti- - Activation artériolaire, et C4 circulant et
phospholipides endothéliale médiée hyperplasie activité FH (sérum
par TLR4? intimale patients)

Crise rénale
sclérodermique

- Sclérodermie = rare
(6000 a 8000 patients
en France)

- Exces de collagene,
mécanismes + auto-
immuns

- CRS : 5% des
sclérodermies

- Prolifération de
cellules vs dont CE et
CML - rétrécissement
vs, thrombose

- Agrégation et
activation plaquettaire
- Role de I'ET-1

- 71 rénine, HTA
maligne, MAT et
insuffisance
rénale aigué

- Biopsie : nécrose
fibrinoide, aspect
bulbe d'oignon

- Dépot de C3 et C4d
sur biopsie rénale

- Activation VA : N C3
et FB (sérums patients)
- Utilisation Eculizumab
rapportée

313-
320

Bthalassémie

- Fréquente dans les
payes en voie de
développement

- Mutation gene
Bglobine

- Anémie chronique
par trouble de la
synthése Hb

- Dysfonction
tubulaire

- Surcharge
chronique en fer
/transfusion

-\ résistance vs,
hyperfiltration
glomérulaire
/anémie

- Activation VA : 2
sC5b-9 et C5a, corrélé
a sévérité maladie. \
C3 et C4 circulant
(sérum patients)

- Déficit en DAF a la
surface des GR

321-

aPL : anticorps anti-phospholipides, CE : cellule endothéliale, CML : cellule musculaire lisse, CRS: crise rénale
sclérodermique, C5aR : C5a récepteur, DAF : decay accelerating factor, ET-1 : endothéline-1, FB : facteur B, FD :
facteur D, FH : facteur H, GR : globule rouge, Hb : hémoglobine, HTA : hypertension artérielle, IRA: insuffisance
rénale aigué, MAT : microangiopathie thrombotique, NTA : nécrose tubulaire aigué, PAI-1 : plasminogen
activator inhibitor-1, SAPL : syndrome des antiphospholipides, microvx : microvaisseaux, 3 NO : synthese de

monoxyde d'azote, VA : voie alterne, VC : voie classique, VL : voie des lectines, vs : vaisseaux
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Alors que dans le SHUa I'anomalie complémentaire est au premier plan et que I'atteinte
rénale prédomine, il existe également une activation complémentaire dans d’autres maladies
hémolytiques qui semble toutefois secondaire a [Iactivation endothéliale. Dans ces
pathologies, ['atteinte rénale est moins sévére et conduit moins fréquemment vers
l'insuffisance rénale terminale. Dans ces pathologies autres que le SHUa, le rein semblerait
capable de mieux «se défendre» contre cette agression endothéliale en conditions
d'hémolyse, I'hypothese pouvant expliquer cela étant un complément a la fois activé mais

aussi amplifié par sa propre dérégulation.
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Chapitre 3 - Le RAGE

RAGE, récepteur multiligands, est exprimé par de nombreux types cellulaires : les CE, les
cellules musculaires lisses, les pneumocytes, les podocytes, les cellules mésothéliales
péritonéales ou encore certaines cellules circulantes (macrophages, lymphocytes T,
monocytes). Depuis sa découverte, son réle a été affirmé dans de nombreuses pathologies
rénales inflammatoires, telles que l'atteinte rénale liée au diabéete, la glomérulopathie liée a
l'obésité, la néphropathie induite par la doxorubicine ou encore la néphropathie

hypertensive®**.

Divers travaux, menés sur des modeles de souris transgéniques ou a l'aide d'un blocage
pharmacologique de RAGE, nous indiquent que la modulation de |'expression ou de la
fonction de RAGE affecterait le développement de ces pathologies. L'accumulation de
preuves liant RAGE a la physiopathologie des maladies rénales tend a démontrer que
lI'antagonisme de RAGE pourrait étre une stratégie dans le traitement de la maladie rénale

335336 Dans le cadre de nos

chronique et la prévention du vieillissement rénal physiologique
travaux sur le tropisme rénal du SHUa, aucune donnée n'était rapportée sur l'implication du
RAGE dans cette pathologie. De méme, peu de données existaient dans la littérature sur la

relation RAGE-complément, si ce n'est une liaison du RAGE au C3a et au C1q.

L'objectif de ce troisieme chapitre est de présenter le récepteur RAGE, sa structure et ses
ligands extracellulaires connus. Dans un second temps, nous aborderons les voies de
signalisation induites par l'activation de RAGE et ses ligands intracellulaires. Enfin, nous

ferons le lien entre RAGE et les maladies rénales, particuliérement vasculaires®*.

Nous
dégagerons alors notre hypothese de travail : celle-ci postule qu'il existe un lien entre le
RAGE, récepteur de l'inflammation impliqué dans les maladies rénales, et le SHUa, maladie
de I'endothélium pro-inflammatoire, dont les chainons menant du RAGE au SHUa seraient les

piliers hémolyse et complément.
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1 - Historique
Les premiers travaux démontrant la présence d'un récepteur de haute affinité aux AGE

337
l.

datent de 1985, lorsque Vlassara et a ont rapporté l'existence d'un récepteur sur les

macrophages péritonéaux de souris, interagissant avec de la BSA (bovine serum albumin)

glyquée. En 1992 Schmidt et al.**

identifiaient deux récepteurs aux AGE sur les CE de
poumon d'origine bovine, la lactoferrine, de 80kDa, et un second récepteur de 35kDa qui
sera désigné par cette équipe comme le RAGE. Le RAGE présentait des homologies de
séquences avec MCAM (melanoma cell adhesion molecule, ou CD146), les récepteurs NCAM

(neural cell adhesion molecule), et le domaine cytoplasmique de CD20.

2 - Présentation générale

RAGE est un récepteur multi-ligands qui appartient a la superfamille des immunoglobulines.
Il a finalement été localisé dans de nombreux types cellulaires : cellules musculaires lisses,
hépatocytes, neurones, CE, macrophages, monocytes et cellules mésothéliales

339390 son expression peut étre anormalement up ou down-régulée dans

péritonéales
certaines pathologies humaines. RAGE est constitutivement exprimé durant le
développement embryonnaire, particulierement dans le cerveau, puis est down-régulé a
I'dge adulte. Enfin, il est retrouvé de fagon plus importante dans le vieillissement

physiologique®**.

2.1 - Structure

Le RAGE entier, ou "full length RAGE" contient les domaines V, C1 et C2, une hélice
transmembranaire et un domaine C-terminal cytosolique (ctRAGE ou RAGE-CTF) (cf. Figure

n°15).

Figure n°15 : Schéma représentatif de la structure de RAGE

Peptide Domaine . Domaine Domaine
Domaines type C

signal type V membranaire cytoplasmique
23 116 124 221 227 317 343 363 391 404
RAGE N——V — ¢c1 = (€2 ! ] COOH
Site de
l ! phosphorylation

S—S

Structure du RAGE full length comprenant : le domaine variable (V), les domaines constants (C1 et C2), la région
transmembranaire et la queue cytoplasmique. Un pont de disulfure relie les deux feuillets 8 du domaine V.
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Publiés en 2013 par L. Yatime et G. Andersen, les travaux de cristallisation de RAGE, ont
permis de mieux appréhender la structure de cette protéine®*? (cf. Figure n°16). Le domaine
V est le principal site de liaison aux ligands de RAGE. Il est composé de 8 brins reliés par 6
boucles, formant 2 feuillets B reliés par un pont disulfure. Le domaine C1 est un domaine de
type constant des immunoglobulines. La surface moléculaire des domaines V et C1 est
recouverte par une cavité hydrophobe chargée positivement. Des liaisons hydrogenes et des
interactions hydrophobes se produisent entre V et C1 qui forment ainsi une unité
structurelle impliquée dans la liaison de certains ligands chargés négativement. RAGE peut
se dimériser ou s'oligomériser, via la liaison V-V ou C1-C1, formant des complexes stables. A
contrario, C2 est décrit comme une unité indépendante. De méme que V, C2 existe sous la
forme de deux feuillets B composés de 8 brins, stabilisés par des ponts disulfure. Cette
structure est chargée négativement, avec des résidus acides dirigées vers VC1,
basique®***. Le domaine extracellulaire VC1C2 du RAGE humain partage une homologie de
séquence respectivement de 79.6%, 79.2% et 96.5% avec la souris, le rat et les primates

346

(macaque rhésus)™ . Les résidus chargés positivement impliqués dans la liaison AGE-RAGE

(notamment lys52, arg98 ou lys110) sont conservés entre les espéces, soulignant un modéle

.. 47,34
de liaison commun347:3%8,

Figure n°16 : Représentation schématique de la cristallisation de RAGE (de Yatime et
Andersen, FEBS, 2013342)

ctRAGE, qui contient 42 acides aminés, présente une structure hélicoidale. Cette structure
est divisée en trois parties : la partie proximale, a la membrane, de 17 acides aminés, une
partie centrale de 17 acides aminés également, puis la portion C-terminale. ctRAGE peut
promouvoir I'homodimérisation de sa structure hélice-hélice en intracellulaire et est ainsi

342 |a délétion de la portion ctRAGE (variant 1)

impliqué dans le signal de transduction
conduit RAGE a agir comme un récepteur leurre®*® et bloque ses effets physiopathologiques.
ctRAGE humain présente 92% d'homologie de séquence avec les primates et 70,7% avec les

rongeu rs346.

2.2 - Isoformes
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Plusieurs isoformes de RAGE ont été détectés dans les cellules humaines et coexistent,
possédant différentes propriétés biologiques (cf. Figure n°17). Le RAGE full length contient
tous les composants de RAGE et représente sa forme active. Sans son domaine
cytoplasmique, le RAGE est de forme dominant négatif ou DN-RAGE*°. La surexpression de
DN-RAGE jouerait un réle dans la prolifération cellulaire®*. La forme tronquée de sa partie
N-terminale, N-RAGE, est incapable d'interagir avec les AGE*®, sRAGE, ou RAGE soluble, est
la forme circulante de RAGE, privée du domaine cytoplasmique et de la portion

transmembranaire.

Figure n°17 : Schéma représentatif des isoformes clefs de RAGE

SRAGE
RAGE DN-RAGE M

0 01 N-RAGE ¢ |10

5| K| |_| K|

I_I\ " RAGE

Clivage

HEREHEE  BEREE I HigHRY

Sécrétion

A partir de la gauche: i) RAGE full length, ii) RAGE dominant négatif (DN-RAGE), iii) RAGE N tronqué (N-RAGE),
iv) RAGE soluble, obtenu par sécrétion ou clivage (SRAGE)

SRAGE, parfois appelé variant 2, est une population hétérogene d'isoformes de RAGE et est

exprimé a un niveau différent du RAGE full length, le ratio SRAGE/RAGE full length étant

352

spécifique a chaque tissu (entre 0.59 et 1.79). Pour certains auteurs, sRAGE pourrait étre

un biomarqueur intéressant dans le diagnostic et le pronostic de certaines maladies
chroniques inflammatoires (diabete, athérosclérose, insuffisance rénale, vieillissement)®3.
En 2008, Zhang et al. ont mis en évidence que sRAGE pouvait étre clivé a la membrane, sur
I'ecto-domaine de RAGE, par deux métalloprotéinases Zinc-dépendantes : ADAM10 (a
disintegrin metalloproteinase 10) et MMP9 (matrix metalloproteinase 9). Elles laissent a la

354

membrane, aprés clivage, le fragment C-terminal de RAGE™" (cf. Figure n°18). Le clivage par
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ADAM10, démontré chez I'hnomme et la souris, serait activé par les voies PKC (protéine

kinase C) et PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)*>.

Figure n°18 : Schéma des mécanismes proposés de clivage de I'ecto-domaine de RAGE et de
sa régulation

7R I:'Eniuiiilii.iliii

© PKC
PI3K '
Activation
ERK, Akt

(1) Suite a un stimulus ou I'afflux de Calcium, PKC et PI3K sont activées. (2) Ceci active a son tour ADAM10, qui
clive RAGE a la membrane et libére sRAGE. (3) Le fragment C-terminal de RAGE (RAGE CTF) reste a la membrane
(4), puis est clivé par une Ysécrétase. Ceci libére le domaine intracellulaire de RAGE (RAGE ICD) (5) qui peut
activer différentes voies de signalisation tel que ERK ou Akt (6).

2.3 - Distribution de RAGE

En 1993, I'équipe d'Ann Marie Schmidt réalisait une cartographie de la concentration de
RAGE : les tissus a la concentration de RAGE la plus élevée étaient le poumon et les tissus
musculo-squelettiques (environ 5000pg/ml), suivis du cceur, du foie, du rein (<1000pg/ml),
de l'utérus puis du cerveau®®. lls comparaient également des cultures cellulaires et
observaient des différences intercellulaires : dans I'ordre décroissant, les cellules exprimant
le plus RAGE étaient une lignée de cellules de phéochromocytome, des monocytes
phagocytaires, des cellules mésangiales, des cellules musculaires lisses vasculaires et des CE.
L'expression dans les GR était presque indétectable. D'autres types cellulaires exprimaient
également RAGE, incluant les neurones, les cardiomyocytes, les podocytes ou encore

certaines cellules épithéliales®>®.
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La présence abondante de RAGE dans le poumon a été confirmée par d'autres équipes. La
cellule pulmonaire exprimant intensément RAGE est le pneumocyte alvéolaire de type I**
sur sa membrane baso-latérale, pouvant laisser présager un réle de RAGE dans les
pathologies pulmonaires. Dans le cancer du poumon, I'expression de RAGE est diminuée par

358

rapport aux zones saines . D'autres études soulignent un réle de RAGE dans le cancer

%9 Dans des modeles d'agression pulmonaire, l'induction

pulmonaire non petites cellules
d'une silicose provoquait une baisse de I'expression de RAGE. Ce méme modele sur des
souris RAGE”" induisait des Iésions plus séveres®®. Des souris RAGE”" avec injection intra
trachéale de E. coli présentaient moins d'inflammation et moins d'infection pulmonaire®.
Cependant, des souris RAGE” avec administration pulmonaire de LPS présentaient un

phénotype plus sévere que les souris WT>®

. Dans un modele de fibrose a la bléomycine, la
délétion de RAGE jouait un role aggravant®®. Le réle de RAGE dans le poumon humain reste

a explorer.

L'expression basale faible de RAGE ne semble pas étre un frein a une implication de RAGE
dans la physiopathologie de certaines maladies, comme l'illustre la maladie d'Alzheimer.
Alors que l'expression de RAGE en niveau basal est tres faible au niveau cérébral, on
retrouve dans la maladie d'Alzheimer une surexpression de RAGE dans I'hippocampe®®. De
méme, |'expression basale de RAGE est faiblement détectée dans le rein, hormis dans les
cellules interstitielles et les cellules musculaires lisses. Dans certaines pathologies comme le
diabete, le marquage anti-RAGE devient positif dans les CE glomérulaires et artérielles, les

podocytes et les cellules épithéliales®®.

L'hétérogénéité de RAGE varie également avec le vieillissement. Avec I'age, le taux d'AGE
accumulé dans le rein et le foie augmente, a l'inverse des tissus musculo-squelettiques. De
méme, les taux d'HMGB1 et de S100B augmentent avec le vieillissement, dans le rein. Le
ratio de ligands liés a RAGE augmenterait également avec le temps, impliquant RAGE dans

des pathologies rénales plutdt chroniques qu'aigués®®”.
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3 - Ligands de RAGE

3.1-Les AGE
Comme son nom l'indique, RAGE lie donc les AGE. Ceux-ci résultent d'une cascade d'étapes

36 Une

appelée réaction de Maillard, découvreur de ces composés et de leur formation
premiére réaction de condensation a lieu entre la fonction aldéhyde d'un sucre réducteur et
la fonction NH; libre d'une protéine ou d’un acide aminé libre, dont les principaux sont la
lysine et l'arginine. Ils forment ainsi une base de Schiff. Cette réaction se déroule sans
participation enzymatique. Ensuite, un réarrangement moléculaire (I'hydrogene du groupe
hydroxyl adjacent a la base Schiff se lie a I'azote, laissant une cétone) aboutit a la formation
d'un produit d'Amadori. Secondairement, ce produit est oxydé, réaction irréversible qui

367

aboutit aux AGE™’. Les AGE se produisent dans la nature, lors de la préparation d’aliments

ou dans I'organisme. lls peuvent contribuer au développement de complications du diabete

et de I'athérosclérose3®®,

Un AGE en particulier, la N-carboxymethyllysine (CML), est le plus étudié en termes

369

d'activation et de signalisation intracellulaire de RAGE De méme qu'il existe une

hétérogénéité de RAGE, la répartition des AGE, et notamment de la CML, varie entre les
organes. Des travaux réalisés par notre équipe sur un régime enrichi en CML marquée versus
contrdle chez des souris WT et RAGE” retrouvaient une accumulation prépondérante de la

CML dans le rein, suivie des intestins et des poumons. Ce tropisme rénal de la CML n'était
pas dépendant de RAGE car il persistait chez les souris RAGE”=7°,

De facon intéressante, RAGE n'est pas le seul récepteur décrit des AGE. Parmi les autres

récepteurs décrits, citons notamment les MSRs (macrophages scavenger receptors)®’?,

0OST48 (oligosaccharyl transferase-48) connu aussi sous le nom de AGE-R1, 80 K-H

372

phosphoprotéine connu sous le nom de AGE-R2, galectine 3 (AGE-R3)”’%, lox1 (lectin-like

374 Ces récepteurs sont

oxidized low density lipoprotein receptor-1)>"* ou encore CD36
impliqués dans la régulation de I'endocytose et la dégradation des AGE, alors que RAGE joue

un role dans le signal de transduction et active diverses voies inflammatoires.
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3.2 - Autres ligands de RAGE
Les ligands endogénes de RAGE sont nombreux. Le Tableau n°9 et la Figure 18 résument les

principaux ligands connus de RAGE extracellulaires ainsi que leur domaine de liaison si
toutefois celui-ci a été identifié. De la méme facon que les AGE ne sont pas des ligands
spécifiques de RAGE, le RAGE n'est pas le récepteur spécifique des autres ligands sus-

mentionnés. Par exemple, HMGB1 se lie aux TLR4 et TLR2. LPS se lie également a TLR4.
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Tableau n°9 : Ligands extracellulaires de RAGE

I:Z;oErme 3 :i);)i::)a:]lne S Affinité (Kd) Test de liaison
CML/CEL lié a un . NMR 7
pept{de SRAGRlNEID 7 90-100nM Titration par fluorescence 343
HMGB1 sRAGF rat et Ve1e 6-10nM I.EssaTi de liaison de saturation 375
souris in vitro
. VC1l 11nM, 343
S100B SRAGE humain v 550nM ITC, SPR
$100P RAGE humain  V my ITC, spectroscopie de 376
fluorescence
VC1 0.6 -5.8 uM
S100A6 SRAGE humain  V 0.5-13.5 uM SPR 377
Cc2 28nM -1 uM
S100A8 RAGE bovin Indéterminé 34.4+/-13nM ELISA immuno enzymatique 378
S100A9* RAGE humain  V 5.7uM NMR 379
S100A11 SRAGE v 0.5uM NMR, spectroscopie de 380
fluorescence
S100A12 SRAGE humain C1 70nM Titration par fluorescence 28t
S100A13 SRAGE C2 1.3uM ITC, NMR 38
Transthyrétine SRAGE Indéterminé 120nM Testde |Ia’I5.0n ala , 38
transthyrétine marquée
Peptide B amyloide SRAGE humain V 70-80nM Fssél de liaison de saturation 38
in vitro
IAPP** SRAGE Indéterminé Non précisé SPR 38
AOPP SRAGE Indéterminé Non précisé ELISA 386
Phosphatidylserine SRAGE Indéterminé 0.563 uM SPR 387
MG-H1 SRAGE humain V 30 - 40nM Titration par fluorescence 8
Acide quinolinique ZT'?;E humain VC1 43nM Titration par fluorescence 388
Pyridoline SRAGE Indéterminé 43.8uM SPR 38
Intégrine aXp2***  SRAGE humain V 0.49puM SPR 3%
Intégrine aMp2° SRAGE humain  V 0.23pM SPR 390
LPS SRAGE Indéterminé 35nM SPR 1
LPA SRAGE Vv 9nM SPR %2
6
HSP70 hRAGE Indéterminé Non précisée ELISA e 393
Immunoprécipitation
SPARC®°® hRAGE Indéterminé Non précisée ELISA 6
CpGA oligos hRAGE Indéterminé 20nM ELISA, SPR e
C3a hRAGE Indéterminé EC50 = 1.9nM ELISA 6
C3a desarginé hRAGE Indéterminé EC50 = 30nM ELISA e
Clq SRAGE Indéterminé 5.6uM ELISA, SPR 39

* S100A9 = MRP-14 = calgranuline B, **IAPP =amyline, *** Intégrine aX82 = Domaine aX-I
° Intégrine aMB2 = Domaine aM-I = Macl = CD11b/CD18 = CR3, °° SPARC = osteonectine = BM40

AOPP : advanced oxidation protein products, BM40 : basement-membrane protein 40, CEL : carboxyethyl-lysine,
CML : Ng-carboxymethyllysine, EC50 : concentration efficace médiane, HMGB1 : high—mobility group box 1,
HSP70 : heat shock protein 70, IAPP : islet amyloid polypeptide, ITC : titration colorimétrique isothermique,
LPA : lysophosphatidic acid, LPS lipopolysaccharide MG-H1 methylglyoxal hydroimidazolone 1,
NMR : spectroscopie par Nuclear Magnetic Resonance, SPARC : secreted protein acidic and rich in cysteine,
SPR : surface plasmon resonance
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Figure n°18 : Schéma représentatif des principaux ligands extracellulaires et effecteurs
intracellulaires de RAGE

Peptide 8 amyloide AGE Intégrine
aMB2

E ‘ S100A12

Agrégats de peptides ‘ S100A13

8 amyloide ﬁﬁﬁﬁﬁ ﬁ

DIAPH1 '
TIRAP

ERK

AGE : advanced glycation end products, DIAPH1 : diaphanous related formin 1, ERK : extracellular signal-
regulated kinase, HMGB1 : high—-mobility group box 1, MG-H1 : methylglyoxal hydroimidazolone 1, TIRAP :
toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein

4 - Effecteurs intracellulaires se liant au ctRAGE

4.1 - Diaph1
Diaph1 (Diaphanous related-formin-1) est une protéine de 140kDa, identifiée initialement
chez la drosophile et désignée mDial dans sa forme murine. Il a été démontré en 2008 par le

groupe d'Ann Marie Schmidt®®

que Diaph1 liait ctRAGE, en faisant un médiateur clef dans
les voies induites par RAGE. Ces travaux reposaient sur le fait que ctRAGE ne contenait pas
d'activité tyrosine kinase intrinseque et nécessitait de recourir a une protéine extérieure
pour induire les cascades de signalisation. Diaph1 appartient a la famille des formines, et est
impliquée dans le métabolisme de l'actine et la polymérisation des microtubules, qui

contrdle la migration cellulaire®®®

. Elle est codée par le géne Drfl/Diaphl (5q31). Il a été
démontré par Touré et al. que I'expression protéique de Diaphl était augmentée en cas

d'augmentation de |'expression de RAGE alors que le niveau d'expression de RAGE n'était
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pas modulé par une délétion de Drf1/Diaph1®*¥. L'inhibition du complexe RAGE-Diaphl
diminue les effets liés a la CML?*?. Le domaine FH1 (formine homologiel) de Diaphl se lie

directement avec ctRAGE (Kd<1OuM)399

. La plupart des cascades de signalisation activées par
ctRAGE sont contrélées par Diaphl: cdc42/Rac1®*®, egr14°°, PKB/Akt>%®, GSK3B397. Les souris
Drf1” présentent un phénotype similaire aux souris RAGE”. Par exemple, toutes deux
présentent des anomalies de la migration des cellules musculaires lisses et de remodelage
vasculaire®”’. Cependant, un phénotype de lymphopénie a été décrit chez les souris Drfl"/',

non présent chez les souris RAGE'/', impliquant des effets de Diaphl indépendants de

RAGE*",

4.2 - ERK
Les travaux in vitro d’lshihara et al. ont confirmé que le ctRAGE liait les formes
phosphorylées et non phosphorylées de ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase 1/2),

suggérant une interaction entre le domaine intracellulaire de RAGE et les kinases®®. L

e
domaine de liaison se situe de la Leu362 a I'Ala375. RAGE stabilise ERK et méne a I'activation
de l'interaction entre ERK et d'autres protéines. L'induction de ERK par HMGB1 est plus

402 | ander et al.*®® ont mis en évidence, via l'utilisation

importante en présence de RAGE
d'AGE liés a l'albumine, l'induction d'un stress oxydant et I'activation d’ERK, cette derniére
stimulant a son tour NFkB. La stimulation de ERK et NFkB était supprimée par le blocage de

RAGE au moyen d'un anticorps bloquant*®.

4.3 - PKC, TIRAP, Myd88

Une étude de Sakaguchi et al. a prouvé que Diaph1 et ERK n'étaient pas les seuls effecteurs

204 Leurs expériences ont confirmé que I'activation

intracellulaires liant directement ctRAGE
de RAGE déclenchait la liaison de la protéine kinase C{ (PKCE) a ctRAGE, entrainant la
phosphorylation de RAGE a la Ser391. Ce processus était dose-dépendant des ligands de
RAGE, S100A11, S100A12, HMGB1 ou des AGE, et était exclusif de RAGE. La phosphorylation
de RAGE influengait la liaison de RAGE a TIRAP (toll/interleukin-1 receptor domain-
containing adapter protein) et Myd88 (myeloide differentiation primary response gene 88).
L'interaction protéine-protéine augmentait ['activité des signaux de l'inflammation

engendrés par RAGE tels que NFkB, JNK ou AKT*®. L'inhibition de PKCE, TIRAP ou Myd88 sur

des CE diminuait la production d'IL1 et d'IL6.
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5 - Voies de signalisation activées par RAGE

La plupart des ligands de RAGE sont impliqués dans l'inflammation et les processus de
migration cellulaire, pouvant up-réguler I'expression de RAGE dans les processus
inflammatoires*® (cf. Figure n°19). L'activation de RAGE par ses ligands régule positivement
I'expression de RAGE, comme le démontre le fait que la concentration protéique de RAGE

, . . . 206,407
retrouvée dans les milieux riches en RAGE-ligand augmente*®*°

. La majorité des ligands de
RAGE sont sécrétés par les leucocytes (monocytes, macrophages, neutrophiles), cellules

jouant un réle déterminant dans les voies de l'inflammation RAGE-médiées.

Une augmentation anormale de |'expression et |'activation de RAGE est impliquée dans
certaines pathologies, dont le diabéte, les maladies cardiovasculaires, le cancer, ou la
maladie d'Alzheimer. Il en résulte que le blocage de RAGE est devenu une cible
thérapeutique d'intérét dans ces pathologies, soulignant l'importance d'une meilleure
compréhension des voies de signalisation médiées par RAGE. Ces voies ont été
particulierement étudiées ces dix dernieres années, avec le développement de modeles
murins adaptés. Le premier KO global de RAGE a été généré en 2001, par le groupe de Bern
Arnold*®. Les exons 2 & 7 étaient délétés via un systéme Cre/LoxP. Depuis, de nombreuses
équipes ont effectué des travaux sur différentes lignées murines KO pour décrypter les
mécanismes de l'inflammation liégs a RAGE, a la migration et la prolifération cellulaire,

I'apoptose ou encore l'autophagie.

Figure n°19 : Schéma représentatif des voies de signalisation activées par RAGE via ses
ligands, en fonction du type cellulaire étudié (de Kierdorf and Fritz, Journal of Leukocyte
Biology, 2013*%)

5.1 - NFkB
Lorsque RAGE est stimulé par ses ligands, le facteur de transcription NFkB (nuclear factork -

light-chain-enhancer of activated B cells) est transloqué dans le noyau et se lie au promoteur

%% NFkB est un complexe

de la région RAGE, qui initie la transcription de I'ARNm de RAGE
protéique clef dans la réponse immune aux stimuli infectieux et inflammatoires. Il est formé
par deux classes de protéines formant des homo ou hétérodimeéres : la premiére classe est

une protéine de 50 a 52kDA, respectivement NFkB1 ou 2. La deuxieme classe implique RelA,

70



RelB et cRel, qui possédent un domaine de transactivation en C-terminal. Quand il est
inactivé, NFkB est séquestré par IkB, inhibiteur de kB dans le cytoplasme. Son activation
meéne a sa libération et sa phosphorylation par le complexe kinase kB (IKK), formé de 3
unités : IKKa, B et Y **°. NFkB est le premier signal de transduction découvert en tant que

voie d'activation par le complexe AGE-RAGE*™

(cf. Figure n°20). NFkB est capable d'induire
de nombreux ARNm de l'inflammation. Citons COX-2 (cyclo oxygénase-2), le TNFa (tumor
necrosis factora) et I'IL6 (interleukine 6), dont il augmente la synthése et la sécrétion™°.
NFkB promeut également la synthése de NO, régulée par I'enzyme iNOS (inducible Nitric

Oxide Synthase)**2.

Figure n°20 : Schéma d'un mécanisme d'activation de RAGE proposé
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RAGE s'assemble a la membrane, en formant des oligoméres, sous I'effet de ses ligands. Les ligands stabilisent
les assemblages de RAGE en déplacant I'équilibre vers des grands oligomeres qui initient des voies de
signalisation (ex : Diaph1 et les MAPK) menant a l'activation de NFkB, par sa libération du complexe IkB. NFkB
induit I'expression de molécules proinflammatoires et de RAGE lui-méme.

5.2 - MAPK/JNK
La stimulation de RAGE est également capable d'activer la cascade de signalisation des

MAPK (mitogen-activated protein kinase) qui convergent vers IKK pour inhiber IkB, et ainsi
relacher et activer NFkB. L'activation des MAPK a été démontrée par Lander et al. dans leurs

" . s . 4 ; ,
travaux sur des cellules musculaires lisses artérielles de rat*®. Yeh et al. ont démontré que
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I'activation de NFkB par la CML sur des cellules humaines monocytaires nécessitait la

présence d'une MAPK, p38MAPK, ainsi que de ERK

13 Le groupe d'Ann Marie Schmidt a également démontré, dans des CE aortiques de souris,

I'implication d’une autre MAPK, JNK (c-Jun N-terminal kinase). L'induction de VCAM-1,
marqueur de l'inflammation, était activée par la liaison RAGE-ligand et inhibée par un
inhibiteur de JNK ou un siRNA de JNK***. L'activation de JNK par la protéine S100B, dans des
cellules murines de microglie, augmente I'activité du facteur de transcription AP-1 (activator

protein 1), qui, avec NFkB, up-régule la transcription de COX-2, TNFa et IL1B*".

5.3 - PI3K/Akt/mTOR
Il a été mis en évidence en 2013 que RAGE activait la voie PI3K/Akt/mTOR (PI3K pour

phosphatidylinositol 3-kinase, Akt pour serine-thréonine kinase, et mTOR pour mechanistic
target of rapamycin, auparavant mammalian target of rapamycin). Sur des macrophages
murins, Qin et al. mettaient en évidence que la migration cellulaire de ces macrophages
exposés aux AGE était induite par une héparanase et inhibée par le blocage de cette
héparanase, blocage qui prévenait la phosphorylation de Akt. L'inhibition de la voie PI3k/Akt
down-régulait la migration cellulaire induite par les AGE. De plus, le blocage de RAGE (a
I'aide d'un anticorps bloquant) inhibait la migration cellulaire médiée par les AGE, en

4% Une autre

diminuant I'expression de I'héparanase ainsi que la phosphorylation de Akt
équipe a démontré que les AGE stimulaient PI3K sur des cellules mésangiales rénales*’.
Cependant, les effets des AGE et de RAGE restent sujets a controverse. Dans une autre
étude, les AGE up-régulaient I'expression de RAGE, tout en diminuant ['activation
endothéliale Akt, sur des cellules progénitrices isolées a partir de cordons ombilicaux. Le
blocage de RAGE (ici encore, au moyen d'un anticorps bloquant) annulait la diminution de la
phosphorylation de Akt, en faveur d'une down-régulation de Akt induite par les AGE et
médiée par RAGE*®. Dans une étude sur des cellules musculaires lisses vasculaires de rat,
une équipe rapportait que les AGE inhibaient la phosphorylation d'Akt et mTOR via RAGE,

419

I'inhibition de RAGE étant réalisée par siRNA™". Enfin, des travaux indiquaient que les AGE,

via RAGE, induisaient |'autophagie sur des cardiomyocytes, en inhibant la voie

PI3K/Akt/mTOR (+/- bloqué par un anticorps)**°.

6 - Implication de RAGE en pathologie humaine : une place pour le SHUa?
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RAGE est impliqué dans des pathologies au phénotype clinique hétérogéene : la maladie

421 .
, le cancer et certains

d'Alzheimer avec son interaction avec le peptide Bamyloide

polymorphismes de RAGE*? ou encore des maladies inflammatoires comme les arthrites

. 423,424
auto-immunes 3

ou le Takayashu, artérite inflammatoire*>. Dans ce chapitre, nous nous
intéresserons principalement aux liens décrits entre le RAGE et la physiopathologie de

certaines néphropathies ou atteintes vasculaires, afin de faire le lien avec le SHUa.

L’implication de RAGE en pathologie rénale et son lien suggéré avec le complément nous ont
amené a proposer I’hypothése d’un réle possible de ce récepteur dans le SHUa. Nous allons

détailler ci-dessous les éléments qui nous ont conduit a poser cette hypotheése.

6.1 - RAGE et maladies rénales

6.1.1 - RAGE et glomérulopathie diabétique

Le diabete, avec l'insuffisance rénale et le vieillissement, sont considérés comme des
modeles d'étude des pathologies liées aux AGE. A partir d'échantillons de patients
diabétiques ou de modeles animaux de diabéete, de nombreux travaux ont été réalisés sur
RAGE, notamment sur le vieillissement vasculaire*?®. Le diabéte est une des premiéres
causes d'évolution vers l'insuffisance rénale terminale dans les pays développés427. Plusieurs

428-432,334
.U

études ont fait le lien entre RAGE et la maladie rénale liée au diabéte ne

accumulation d'AGE était rapportée sur des biopsies rénales de patients diabétiques (n=26),

428

dont le prédominant est la CML, ainsi qu'une surexpression podocytaire de RAGE™". Cette

surexpression podocytaire était également retrouvée dans des modéles murins de

430

diabete™". Plusieurs modéles murins ont permis de démontrer le réle de RAGE dans la

néphropathie diabétique : I'administration de sRAGE a des souris diabétiques diminuait les

430

atteintes glomérulaires, dont la prolifération mésangiale et I'albuminurie™". L'administration

d'anticorps anti-RAGE prévenait également la néphropathie diabétique induite a Ia

4% Dans un modeéle de diabéte murin

streptozotocine®®, de méme que la délétion de RAGE
croisé avec des souris RAGE'/', on observait un ralentissement du déclin de la fonction
rénale®. Les infections bactériennes sont plus fréquentes chez les patients diabétiques
versus non diabétiques. RAGE pourrait étre impliqué dans cette susceptibilité aux infections.
Un lien a été démontré entre RAGE et l'adhésion des neutrophiles chez les patients

diabétiques et urémiques, via la modulation de I'adhésion des neutrophiles circulants au

collagéne glyqué et sur la matrice extracellulaire glyco-oxydée, a l'instar du diabete®®. Un
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polymorphisme de RAGE sur I'exon 3 (alléle 82Ser) serait également un facteur de risque

d'aggravation de la néphropathie diabétique dans le diabéte de type *"*%%,

6.1.2 - Atteinte vasculaire chronique
Les événements cardio-vasculaires sont la premiére cause de mortalité chez les patients

insuffisants rénaux terminaux. Elevée dans l'insuffisance rénale chronique, l'urée, est
associée a l'augmentation des événements cardio-vasculaires ainsi qu'a I'accumulation
d'AGE. Un travail réalisé en France étudiait, chez des patients en dialyse péritonéale, la
corrélation entre accumulation d'AGE (mesurée par autofluorescence cutanée) et
vasculopathie chronique (vélocité de I'onde de pouls et hypertrophie ventriculaire gauche).
Les auteurs rapportaient une corrélation positive entre la présence d'AGE dans la peau et la
vasculopathie chronique®®. Cette mesure d'autofluorescence cutanée, associée a la
présence d'AGE dans la peau, était également un facteur de risque prédictif de mortalité
chez les patients en hémodialyse chronique®*. Plus récemment, cette mesure a été corrélée
a la rigidité artérielle et a la résistance a l'insuline**!, ainsi qu'aux complications
microvasculaires du diabete de type Il (a l'aide d'une mesure de la fluorescence en

42 Un modele de vasculopathie urémique (des souris néphrectomisées des

palmo-plantaire)
5/6 et Apoe'/') permettait d'étudier les lésions d'athérosclérose*® : la néphrectomie partielle
et donc l'insuffisance rénale chronique aggravait I'athérosclérose, avec une augmentation de
I'expression de RAGE dans l'aorte chez les animaux néphrectomisés. En revanche, il existait
un réle aggravant de RAGE : en cas de co-KO Apoe"/' RAGE"/', les souris étaient protégées de

cette accélération de I'athérosclérose. L'athérosclérose était médiée, entre autre, par le SAA

(sérum amyloide A), toxine urémique mais également ligand de RAGE.

6.1.3 - Néphropathie hypertensive
La néphropathie hypertensive est ['une des premiéres causes d'insuffisance rénale terminale

44 Les lésions caractéristiques sont une paroi vasculaire épaissie, des

chez les sujets agés
dépots hyalins dans les artérioles, parfois des lésions en bulbe d'oignon et une nécrose
fibrinoide glomérulaire dans la néphroangiosclérose maligne445. Une équipe a étudié
I'expression de RAGE sur des biopsies rénales de patients présentant une néphropathie
hypertensive. Chez les patients contrbles (zone saine de tumeur rénale), les seules cellules

exprimant RAGE constitutivement étaient des cellules interstitielles et les cellules

musculaires lisses vasculaires. Quelques cellules tubulaires distales étaient discretement
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positives. Les CE artérielles, artériolaires ou glomérulaires, les podocytes et les cellules
épithéliales de la capsule demeuraient négatives. Dans la néphropathie hypertensive, tous

les types cellulaires mentionnés ci-dessus devenaient alors positifs pour RAGE®*

. Tanji et al.
ont également décrit une accumulation de CML dans les reins de patients avec une

néphropathie hypertensive428.

Le systeme rénine angiotensine (SRA) contribue a la dysfonction endothéliale, étape initiale
de la néphropathie hypertensive446. Thomas et al. ont démontré que l'administration
d'angiotensine Il augmentait de facon significative I'accumulation d'AGE chez des rats, et

7 Matui et al. ont démontré que

qu'elle était abolie par un bloqueur du SRA (valsartan)
I'irbésartan, autre bloqueur du SRA, inhibait I'up-régulation de VCAM-1 par les AGE dans les
CE glomérulaires™®. En conséquence, I'hypertension pourrait activer le cross-talk
pathologique AGE-RAGE*®, impliquant le RAGE dans la progression de la

néphroangiosclérose hypertensive.

6.1.4 - Prééclampsie
Compte tenu de l'implication de RAGE dans les maladies vasculaires, une équipe a émis en

2003 I'hypothese d'un réle joué par ce récepteur dans la prééclampsie, en comparant des
biopsies de myometre de femmes gravides (prééclamptiques ou non) et de femmes non
enceintes. Les auteurs rapportaient une expression indétectable de RAGE sur les tissus des
patientes non gravides et une augmentation de |'expression endothéliale du co-marquage
RAGE-VWF sur le myometre des patientes enceintes sans prééclampsie. Chez les patientes
prééclamptiques, le marquage de RAGE était encore plus intense, suggérant ainsi un réle de
RAGE dans la prééclampsie®®. Ces résultats étaient corroborés par d'autres équipes, qui ont
retrouvé une augmentation des AGE circulants chez les patientes prééclamptiques, associée
a une augmentation de I'expression des AGE et de RAGE dans leur placenta et une

451,452

augmentation de certains marqueurs du stress oxydant . De méme, il a été rapporté

que l'augmentation de sRAGE dans le sérum des patientes diabétiques de type | serait un

453

marqueur prédictif de prééclampsie™". Ces résultats concordent avec la mise en évidence

454

d'une forte activation de NFkB dans la prééclampsie (marquage placentaire)™, et

I'altération des systémes anti-oxydants du myomeétre dans cette pathologie®>.
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6.1.5 - Progression de la maladie rénale chronique
Dans une étude sur des cellules circulantes de patients insuffisants rénaux chroniques (non
diabétiques), I'expression de RAGE était corrélée au stade d'insuffisance rénale et au taux

plasmatique d'AGE*®

. RAGE est également impliqué dans la dialyse péritonéale, une des
méthodes de dialyse possible en cas d'insuffisance rénale terminale. La stérilisation des
dialysats, liquides infusés en intra-péritonéal pendant la dialyse, entraine des produits de
dégradation des sucres. Eux-mémes étaient fortement concentrés en glucose au début des
années 2000. L'exposition de cellules mésothéliales péritonéales humaines a des AGE (CML)
menait a I'expression de molécules d'adhésion leucocytaire (VCAM1), dont |'expression était
bloquée par un anti-RAGE. Ces résultats suggéraient un role de RAGE dans l'inflammation
locale péritonéale par exposition aux liquides de dialyse®*°. Sur ces mémes cellules, RAGE

457,458

favorisait I'angiogéneése via le VEGF lorsqu'il était stimulé par la CML . L'administration

de ces produits, via une pompe osmotique a des rats néphrectomisés des 5/6 engendrait

une élévation des taux aortiques et cardiaques de RAGE et des AGEs*”.

6.1.6 - RAGE dans l'insuffisance rénale aigué et le sepsis

Brodska et al. ont démontré qu'il existait une corrélation entre taux plasmatiques de sRAGE
et mortalité a 28 jours ou défaillance d'organe, dont l'insuffisance rénale aigué, chez des
patients en soins intensifs admis pour sepsis. Le SRAGE était plus prédictif de mortalité que

la procalcitonine, la protéine C réactive ou le lactate®®

. Dans un modele de choc septique
par ligature du csecum, l'on retrouvait une élévation de HMGB1, ligand de RAGE"®.
L'administration de sRAGE (récepteur leurre pour les ligands de RAGE) ou une délétion de
RAGE augmentaient la survie des rongeurs dans des modeles de sepsis. Yamamoto et al. ont
démontré que le LPS liait RAGE via le lipide A sur le domaine V, induisant I'activation de NFkB

et la sécrétion de TNFa dans des modeéles de choc septique lié au LPS***

. RAGE a également
été impliqué dans l'ischémie-reperfusion, via sa liaison a HMGB1, menant a une
amplification de I'ischémie rénale®®. Ainsi, la liaison du LPS ou de HMGB1 pourrait &tre

impliquée dans les insuffisances rénales aigués liées au sepsis.

76



6.1.7 - Autres maladies rénales
L'axe RAGE-ligand a été impliqué dans d'autres néphropathies, que nous mentionnons

brievement :

- Une surexpression de RAGE et de CML était retrouvée sur des biopsies rénales de patients

165

364428 3insi qu'une élévation de taux de HMGB1 circulant®®.

atteints de néphropathie lupique

Certains polymorphismes de RAGE seraient associés a la néphropathie lupique®®.

- Une augmentation de I'expression de RAGE et une accumulation d'AGE ont été décrites

%4 avec une augmentation des taux d'AGE

dans les néphropathies a amylose AA
plasmatiques. Dans d'autres formes d'amylose, a l'instar de la neuropathie amyloide
familiale (NAF), les taux sériques d'AGE étaient plus élevés que chez les sujets contrdles, et
I'analyse en IHC retrouvait une surexpression de RAGE et des AGE au niveau glomérulaire et

tubulaire, co-localisant avec les dépots amyloides (NAF a transthyrétine et a gelsoline)**>*®°.

- Dans la polykystose, maladie autosomique dominante, Park et al. ont retrouvé une
augmentation de l'expression de RAGE au niveau rénal ainsi qu'une augmentation de
I'expression génique de ses ligands S100A8 et S100A9 dans un modéle murin de la

467

maladie™ . Un siRNA de RAGE permettait la réduction de la taille des kystes468.

- Dans la sclérodermie, une équipe a rapporté une augmentation de I'expression de sRAGE,
ainsi que de HMGB1 dans les Iésions cutanées, sur un modéle murin et sur un groupe de 70
patients atteints de la maladie®®. Ces résultats étaient confirmés par une autre équipe, qui
retrouvait une augmentation de I'expression de la CML et du RAGE dans des biopsies

470 La mesure des AGE par fluorescence cutanée

cutanées de patients avec une sclérodermie
est également corrélée 3 la sévérité de la maladie*’!. Cependant, il n'y pas d'étude a ce jour

sur l'atteinte rénale de la sclérodermie et RAGE.

6.2 - RAGE et complément
Comme indiqué dans le tableau n°9, RAGE est décrit comme un récepteur de trois molécules

de la cascade du complément : I'anaphylatoxine C3a et sa forme inactive le C3a desarginé

ainsi que le C19%**%.

L'interaction avec le C3a et le C3a desarginé était rapportée en ELISA. En SPR, le C3a ne

semblait pas se lier directement mais via l'interaction avec des CpGA, oligonucléotides de
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cytosine-guanine non méthylé riche en ADN A, qui eux liaient directement RAGE en SPR. Sur
des PBMC (cellules mononucléées du sang périphérique) humaines, C3a augmentait la
production d'IFNa en présence de CpGA, et cette production d'IFNa était bloquée par un
anti-RAGE®. La production d'IFNa diminuait chez des souris exposées a des CpGA ou a du
C3a, lorsqu'elles étaient RAGE'/', en comparaison aux souris WT. Les interactions RAGE/C3a
desarginé étaient également de plus forte affinité en présence de CpG, mais n'ont pas été

présentées plus en détail dans cet article.

Ma et al. ont démontré pour la premiere fois que RAGE était un ligand de Clq, en ELISA et

39 Les courbes de liaison C19-RAGE étaient

en SPR, avec une constante d'affinité a 5.6uM
multiphasiques, indiquant une liaison hétérogene entre sRAGE immobilisé et C1q en phase
liquide. C1lq ayant une structure a 6 tétes globulaires, les auteurs en déduisaient une liaison
faible formée par une seule téte et une liaison forte lorsque les 6 tétes se liaient. Le site de
liaison de Clqg se trouverait sur ses portions globulaires, un anticorps liant les tétes
globulaires de Clq empéchant la liaison a RAGE. Le site de liaison de Clq sur RAGE était
identifié sur la portion N-terminale, des résidus 35 a 39. Il n'y avait pas de compétition entre
Clq et les autres ligands testés de RAGE (S100B, BSA glyquée, peptide Bamyloide). Par la

suite, les auteurs démontraient |'existence d'un complexe RAGE-C1g-CR3 (Macl), ligand

connu de RAGE également.

Dans ce méme article, les auteurs démontraient que le SRAGE activait le complément : dans
le but de mimer un complexe immun immunoglobuline-antigene, du sRAGE était coaté sur
une plaque puis exposé a du sérum humain normal (SHN). Les taux de C3a dans le
surnageant étaient mesurés, reflet du clivage du C3. L'exposition de SHN a du sRAGE
retrouvait des taux de C3a élevés, versus une absence de C3a en cas de protéine contréle
négative immobilisée. En cas d'exposition a du sérum humain déplété en Clq, le sSRAGE
n'activait plus le complément, suggérant que le sSRAGE agirait comme une immunoglobuline
activant la voie classique du complément. L'adjonction de Mg-EGTA, bloquant la voie
classique et la voie des lectines, confirmait cette hypothése et inhibait également |'activation

du complément par sRAGE.

Les auteurs étudiaient ensuite les conséquences phénotypiques de cette liaison. Sur une

lignée de monocytes humains, le niveau d'expression basal de RAGE est faible. L'exposition
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en vitamine D3 et TGFB1 favorise leur transformation en phagocytes matures qui expriment
alors RAGE. L'addition de Clq sur ces phagocytes favorisait la phagocytose. Un anticorps
bloquant de RAGE diminuait cet effet du Clqg. Une lignée cellulaire épithéliale surexprimant
RAGE (ARPE-19RAGE) était exposée a des billes en Latex coatées au Clq versus des billes
coatées a la BSA. Seules les billes coatées au C1q se liaient aux cellules, et cette liaison était
atténuée par un anti-RAGE. Ainsi, ces auteurs démontraient de facon robuste la liaison

RAGE-C1g.

En 2016, une seconde équipe a confirmé la liaison de C1q a sRAGE. Ils décrivaient, en outre,
en SPR, un complexe ternaire RAGE-C1g-HMGB1, chacun des trois composants se liant de
facon indépendante aux deux autres. Ce complexe était impliqué dans la différenciation des

monocytes en macrophages M2 anti-inflammatoires*’%.

Une étude sur le role du sRAGE dans le lupus retrouvait des taux plasmatiques de C3 et C4
inversement corrélés au taux de sSRAGE, en analyse multivariée, pouvant étre une preuve des

473 En 1994, le site de liaison du iC3b a été identifié sur les

liens entre RAGE et complément
B2 intégrines*’*. Les sites de liaison seraient distincts entre les intégrines axB, et awB,*”. Le
site de liaison sur le iC3b serait contenu dans C3d*’®. Les intégrines axB, et amP, étant des
ligands de RAGE, elles pourraient constituer une plateforme de liaison du iC3b au RAGE.

Cette hypothese reste a démontrer.

6.3 - Homologie RAGE - TLR4
TLR4 étant impliqué dans la physiopathologie de I'hémolyse par son rOle de récepteur

endothélial a I'héme, nous nous sommes intéressés aux points communs entre ces deux
molécules. RAGE et les récepteurs TLR jouent un réle critique dans I'immunité innée, via leur
interaction avec les produits microbiens (PAMPS, pathogen-associated molecular patterns)
et les molécules endogenes relarguées en cas d'inflammation (DAMPs, damage-associated

molecular patterns)*’”*”®

. RAGE et certains TLR cooperent de fagon synergique dans
I'amplification de la réponse inflammatoire et partagent des ligands communs (cf. Tableau
n°10). RAGE interagit également avec TIRAP et Myd88, protéines toutes deux impliquées

dans les voies intracellulaires activées par les TLR2 et 4%,
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Tableau n°10 : Ligands partagés entre certains TLR et RAGE

Ligands TLR2 TLR4 TLR9  Ref.

HMGBL x  x a0
LPS bactérien X 481
Complexe S100A8/A9 X 482
S100A12 X 483
Sérum amyloide A* X a8d
Sérum amyloide B* X X 485

* se lient par les fibrilles 8 plissés. HMGB1:high - mobility group box 1, LPS :lipopolysaccharide

Selon plusieurs travaux étudiant des pathologies trés différentes, RAGE et TLR4
interagiraient entre eux via ces ligands communs. Les protéines S100A8 sont augmentées
dans certains syndromes myéloprolifératifs (mutation JAK2) et y auraient un réle pathogene,
en induisant la déphosphorylation de la voie ERK1/2. Le blocage RAGE/TLR4 prévenait de
I'inhibition de la phosphorylation de ERK1/2 médiée par S100A8/9 dans la maladie de
Vaquez*®. Dans le lichen plan, une équipe a proposé I'hypothése d'une boucle
proinflammatoire RAGE-TLR4 via HMGB1, avec une surexpression des deux récepteurs et de

487

leurs ligands dans les biopsies cutanées de patients™ . Dans un modele murin de diabete,

88 Dans

une susceptibilité aux infections a bacilles gram moins était médiée par TLR4/RAGE
les vascularites a ANCA, des taux plasmatiques élevés de HMGB1 reflétaient une maladie
active. HMGB1 pourrait favoriser la dégranulation leucocytaire induite par les ANCA, via la

voie TLR4-RAGE et MyD88/NFkB*°.

Les interactions héme-RAGE, ligand de TLR4, n'ont pas été étudiées a ce jour. Notons qu'il

existe des voies activées communes, telles que la phosphorylation de ERK1/2 comme cela a

490,491

été démontré sur des astrocytes et des HUVEC , ou l'activation de Myd88 par TLR4, que

492

nous avons évoqué ci-dessus ™ . Fort de cette littérature, nous avons ainsi émis I’"hypothese

qgue le RAGE, a I'instar de TLR4, serait un récepteur endothélial a I'heme.
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PARTIE 2 - PRESENTATION DES TRAVAUX
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Chapitre 1 - Héeme et susceptibilité endothéliale glomérulaire a
I'activation du complément

Les résultats relatifs a cette partie de mon travail ont fait I'objet d'un article en cours de
révision (corrections mineures) dans la revue Frontiers in Immunology. D’autre part, ils ont
été présentés en communications orales a I'European Meeting on Complement in Human
Disease (Septembre 2017, Copenhague, Dr. Roumenina), et au congrés annuel de la Société
Francophone de Néphrologie, Dialyse et Transplantation (Octobre 2017, Nice) et en
communication affichée au congrés de I'European Renal Association - European Dialysis

and Transplantation Association (Mai 2018, Copenhague).

1.1 - Résumé et présentation de I'article n°1

Objectifs principaux

Le SHUa est une pathologie marquée par l'identification fréquente d’une dysrégulation de la
voie alterne du complément. Alors que, dans cette MAT, I'activation du complément est
systémique, I'atteinte rénale reste cliniquement au premier plan, les atteintes extra-rénales
ne concernant qu’environ 15% des patients. L'objectif de ce travail était de comprendre les
mécanismes menant a l'atteinte préférentiellement rénale dans le SHUa, avec pour

principale hypothése une réponse endothéliale hétérogene a I’"hémolyse.

Matériel et Méthodes

Modéle murin
Des souris C57BL/6 ont été traitées par injection intrapéritonéale d’héme a JO et J1, stimulus

visant a mimer I'"hémolyse, ou par PBS. A 24h, les souris étaient sacrifiées et différents
organes étaient récupérés (reins, foie, coeur, poumons, cerveau, peau). Le dépot de C3, ainsi
que l'expression d’un régulateur du complément (TM) et de I'hémolyse (HO-1), ont été
analysés en IHC ou IF. Un co-marquage de vWF signifiait le caractere endothélial du
marquage.

Modéle cellulaire

Quatre types de cellules ont été étudiés : les HRGEC (Human Renal Glomerular Endothelial
Cells), CE primaires glomérulaires commerciales, les GENC (Glomerular ENdothelial Cells),
lignée immortalisée de CE glomérulaires, obtenues auprés du Pr Satchell (Bristol), les HUVEC

(Human Umbilical Venous Endothelial Cells), culture primaire de CE de veines de cordon
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ombilical (CHRU de Lille) et les HMEC (Human Microvascular Endothelial Cells), lignée
immortalisée de CE microvasculaires de peau. Les cellules étaient incubées pendant une nuit
(~16h) avec de I'heme a différentes concentrations, dans un milieu dépourvu de sérum
(milieu OPTI®) afin de ne pas inhiber les effets de I'hneme. Aprés décollement cellulaire,
différents marqueurs ont été analysés : i) en FACS : C3, régulateurs du complément (MCP,

DAF, TM, FH), ii) en RTqPCR : HO-1, TM, NRf2, BACH1, KLF2 et KLF4.

Etude anatomopathologique de biopsies rénales de patients
Des biopsies rénales de sujets porteurs d'un SHUa en période hémolytique ont été

analysées, concernant l'activation du complément (dépo6t de C3 en IF), la présence d'une
atteinte rénale de I'hémolyse par la coloration de Perls (dépot de fer) et |'expression de
HO-1. Ont été considérés comme contréle positif d'une hémolyse des biopsies rénales de
patients porteurs de valve mécanique, et comme contréle négatif des biopsies

systématiques sans anomalie de patient greffé a 3 mois.

Résultats
L'analyse des organes murins aprés injection d’héme retrouvait un fort dép6t de C3b, au

niveau glomérulaire, en comparaison aux souris traitées au PBS. Le dép6t de C3b, apres
injection d’heme dans notre modele murin, était plus fortement retrouvé au niveau

glomérulaire que dans les autres organes.

Afin d'identifier une susceptibilité endothéliale rénale en condition d'hémolyse, nous avons
comparé les différentes cultures cellulaires apres incubation avec de I'heme. Aprés 16h
d'incubation avec de I'héme, le dépot de C3b était plus important sur les cellules
glomérulaires. Pour comprendre cette différence d'activation du complément sous I'effet de
I'héme, nous avons émis 2 hypotheses : i) celle d'une dysrégulation de la C3 convertase,

ii) celle d'un défaut de protection envers I'hémolyse.

Hypothése 1 : Défaut de régulation de la C3 convertase - sous I'effet de 'héme
- MCP, DAF : nous avons observé une diminution dose-dépendante sur tous les types

cellulaires, sans différence significative (FACS)
- FH : nous avons retrouvé une plus faible liaison sur les CE glomérulaires (FACS)

- TM : nous avons observé une augmentation plus faible de la TM sur CE glomérulaires, par

rapport aux HUVEC ol cette augmentation était importante (FACS, RTqPCR).

83



Hypotheése 2 : Défaut de protection envers I’hémolyse

Modéle cellulaire
Etude de HO-1 : Nous avons observé une forte induction de HO-1 sur les HUVEC apres

traitement a I’'heme. Celle-ci était bien moins forte sur CE glomérulaires (WB, RTqPCR).

Etude des facteurs de transcription de HO1 et TM : L'étude de ces facteurs de transcription
sur les différents types cellulaires ne retrouvait pas de différence pour NRF2 ni BACH1. En
revanche, KLF2 et KLF4 étaient significativement plus exprimés par les HUVEC que les autres

CE.

Modele murin
L'analyse des reins murins révélait une faible expression de HO-1 au niveau glomérulaire

endothélial, par rapport aux autres organes.

Biopsie de patients

L'analyse des biopsies de patients porteurs d'une hémolyse retrouvait un important dépot
de fer (coloration de Perls). La coloration de Perls était négative sur les biopsies de patients
controéles négatifs. L'expression de HO-1 était retrouvée au niveau tubulaire chez les patients
hémolytiques, mais n'était pas mise en évidence au niveau glomérulaire, attestant donc d'un

défaut in vivo d'induction d'HO1 au niveau glomérulaire.

Lien entre HO-1 et défaut de protection contre le complément?
Nous avons mis au point une expérience dite de "rechallenge", consistant en I'incubation

toute la nuit d'héme sur les cellules versus PBS, dans le but d'induire HO-1 dans les cellules
exposées a I'héme. Le lendemain, les cellules étaient réexposées a une seconde incubation
de 30min d'heme puis le dépot de C3b était mesuré (FACS). Sur les HUVEC incubées a I'heme
toute la nuit, on observait un moindre dépo6t de C3 que sur les HUVEC pré-incubées avec du
PBS, ce qui semble témoigner d'un effet "protecteur" envers le complément. Sur les CE
glomérulaires, la pré incubation a I'heme toute la nuit n'apportait aucune différence en
terme de dépo6t de C3 apres la seconde exposition sur les cellules. Les CE glomérulaires
semblaient donc se comporter différemment des HUVEC en termes de complément-

protection médiée par une exposition prolongée a I'heme.

Afin d'étudier le role de HO-1 dans cet effet protecteur, nous avons donc bloqué cette
enzyme via SnMPIX (étain métaloporphyrine, bloqueur de HO-1) et réalisé I'expérience de

"rechallenge" sur les HUVEC. L'incubation de SnMPIX avec de I'héme toute la nuit objectivait
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une perte de l'effet protecteur, avec I'absence de baisse du dépot de C3 par rapport aux

cellules exposées a I'heme seul.

Conclusion
En conditions d’hémolyse, sur des modeles murins et cellulaires, nous observons un fort

dépot de complément (C3b) au niveau glomérulaire. Différents facteurs pourraient expliquer
cette atteinte rénale : un défaut de régulation de la C3 convertase, avec une faible liaison de
FH sur les CE glomérulaires, ainsi qu’une faible expression de TM sous |'effet de I’héme. De
plus nous observons un défaut de régulation de I’'hémolyse au niveau glomérulaire, comme
en témoigne la faible induction de HO-1 tant sur le modele murin que cellulaire, ainsi que les
biopsies de patients. Cette enzyme semble jouer un role prépondérant dans la protection
envers le complément. Nos données suggerent également que ce défaut d'expression
glomérulaire pourrait étre lié au défaut d’expression d’un facteur de transcription commun

de HO-1 et TM, le KLF2.
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1.2 - Données supplémentaires sur 1'étude des polymorphismes de HO-1
dans le SHUa

Objectifs
Au vu de nos résultats sur un réle potentiel de HO-1 dans la complément-protection dans le

SHUa, nous nous sommes intéressés aux polymorphismes du promoteur de ce gene. En
effet, il a été rapporté que le nombre de répétions de (GT), (GT)n, dans le promoteur du

493,494

gene HO-1, modulait la transcription de ce gene . Ces polymorphismes ont été associés

a différentes pathologies, dont certaines au tropisme rénal*®.

Méthodes
Une étude rétrospective a été menée auprées de 90 patients adultes de la cohorte francgaise

de SHUa', comparés a 43 témoins sains appareillés sur |'ethnie. La région promotrice de HO-

496
l.

1 et les (GT)n ont été évalués selon les méthodes décrites par Guénégou et al.””". Nous

avons évalué la distribution des (GT)n dans les deux groupes.

Résultats
Aucune différence de (GT)n n'a été retrouvée entre les patients SHUa et les témoins sains

(Figure n°21). Le (GT)n avait une distribution bimodale, avec un pic situé a 24 répétitions et
I'autre a 31 répétitions, a la fois chez les témoins et les patients.

Figure n°21 : Distribution des répétitions (GT)n du promoteur de HO-1 chez les témoins sains (n=43 )
et les SHUa (n=90)
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Conclusion
Nous n'avons pas mis en évidence un réle des polymorphismes de HO-1 dans le SHUa, sans

différence de distribution retrouvée avec une cohorte contréle appareillée.
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Chapitre 2 - Role de RAGE dans le tropisme rénal du SHUa ?

Les résultats relatifs a cette partie de mon travail font I'objet d'un article en cours de
rédaction, dont la soumission est prévue dans la revue Journal of Biological Chemistry.
D’autre part, ils seront présentés en communication orale au congrés annuel de la Société

Francophone de Néphrologie, Dialyse et Transplantation (Octobre 2018, Lille).

Comme nous I'avons vu précédemment, I'implication de RAGE en pathologie rénale et son
lien suggéré avec le complément par sa liaison a I'anaphylatoxine C3a nous ont amené a
proposer I'hypothése d'un réle de ce récepteur dans le SHUa. Nous allons détailler ici nos
travaux non publiés visant a étayer cette hypothése, avant d'explorer le lien révélé par notre

étude entre RAGE et hémolyse.

2.1 - Interactions entre RAGE et protéines du complément

Objectifs
Nous avons analysé les interactions entre le récepteur RAGE et les protéines de la cascade

du complément, en vue premiérement de reproduire les travaux décrivant une liaison
directe de C3a et Clq sur RAGE®*®". D’autre part, nous avions pour objectif de tester les
interactions entre RAGE et d'autres protéines du complément, a savoir I'anaphylatoxine C5a,
C3a et C5a inactivés (desarginés), et le C3b. Nous avions également émis I'hypothése que ces
liaisons pouvaient étre potentialisées par I'heme, au méme titre que la liaison C3a/héme est

décrite comme potentialisée par les CpG.

Méthodes

Nous avons immobilisé en SPR hRAGE et testé la liaison directe des protéines de la cascade
du complément (C3a, Clq, C3b, C3a desarginé, C5a desarginé). Cette liaison a également été
testée apres exposition a de I'heme. Nous avons utilisé comme récepteur controle TLR4 et sa
liaison connue a I'heme. Les conditions expérimentales sont identiques a celles décrites dans
I'article n°2. Les protéines du complément sont d'origine commerciale (Complement

Technology).

Résultats
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- Aprés immobilisation de hRAGE, aucune liaison n’a été détectée avec C3a ni C1g, méme a

forte concentration, alors que la CML, contréle positif, liait bien le RAGE.

- En revanche, apres liaison d’héme sur le RAGE, C3a et Clq liaient le complexe RAGE/héme
avec une forte affinité (Figure n°22). D'autres protéines de la cascade du complément liaient
le complexe RAGE/héme: C5a, C3a desarginé et C5a desarginé (Figure n°22). De facon
intéressante, C3b ne se liait pas a RAGE/héme, soulignant une spécificité des liaisons
précédentes (Figure n°22).

Figure n°22 : Etude en SPR des liaisons entre RAGE et les protéines du complément, apreés
exposition de I'heme
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- Les différentes liaisons RAGE/héme/protéines du complément étaient plus fortes qu’envers
le complexe TLR4/héme/protéine du complément (Figure n°23), démontrant bien le rdle

central de RAGE dans la liaison RAGE/héme/C3a.

Figure n°23 : Etude en SPR des liaisons entre TLR4 et les protéines du complément, aprés
exposition de I'heme
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- D'autre part, ces liaisons étaient dose-dépendantes, comme l'illustre la liaison du C3a sur

RAGE/héme et TLR4/héme, a concentration variable de C3a (Figures n°24 et 25).

Figure n°24 : Etude en SPR de la liaison de C3a a RAGE apres exposition a de I'heme. Doses
croissantes de C3a de 0.5ug/ml a 15ug/ml
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Figure n°25 : Etude en SPR de la liagison de C3a a TLR4 aprés exposition a de I'heme. Doses
croissantes de C3a de 0.5ug/ml a 15ug/ml

90



RU C3a/TLR4 + heme
700 —

600 |
500 |
400 |

300 -

Response

200t

100 4/

-100

Conclusion

RAGE semble étre une plateforme potentialisant la liaison de I'heme aux protéines du
complément, déja décrite dans la littérature. A concentration égale, C3a et les autres
protéines du complément testées, mis a part C3b, liaient plus fortement RAGE/héme que

TLR4/héme, ce qui laisse supposer un réle central de RAGE dans cette liaison.
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2.2 - Etude de l'atteinte rénale dans un modele d'hémolyse induit par
phénylhydrazine chez des souris RAGE-/- versus WT

Objectifs

Dans I'étude de notre modele avec injection d'héme, sur des souris WT et RAGE*/~, nous
nous sommes intéressés aux Iésions rénales pouvant étre médiées par RAGE. En effet, chez
les souris traitées par I'hneme, nous avons observé une augmentation de |'expression de
RAGE en RTgPCR dans les lysats de rein total. Ainsi, nous avons testé un second modele
d'hémolyse validé dans la littérature, utilisant l'injection de phénylhydrazine (PHZ) qui
provoque une lyse des GR. Nous nous sommes intéressés aux lésions anatomopathologiques

et a certains marqueurs de |'atteinte rénale tubulaire.

Méthodes

Ces travaux ont été réalisés sur 6 souris C57bl6 WT et 6 souris RAGE”" (méme lignée que
celle utilisée dans l'article n°2). Les souris recevaient a JO une injection intrapéritonéale de
100puL de PBS ou 100uL de PHZ concentrée a 25mg/ml, soit 2.5mg par souris (n=3 par
groupe). A J1, les souris étaient anesthésiées par isofurane puis sacrifiées par ponction
intracardiaque aprés thoracotomie, et exsanguination. Un demi-rein était congelé
directement par carboglace (IF), un demi-rein était immergé dans I'AFA a 4°C pendant une
nuit puis inclus en paraffine (microscopie optique), un demi-rein était congelé a sec (WB), et
enfin, un demi-rein était immergé en "RNA later" a température ambiante (extraction

d'ARN).

La coupe et I'analyse des reins en microscopie optique a été réalisée en collaboration avec le
laboratoire d'anatomopathologie du CHRU de Lille (Dr V. Gnemmi). Les colorations suivantes
ont été réalisées : PAS (Periodic Acid Schiff), trichrome de Masson et coloration de Perls

(étude des dépots de fer).

Les demi-reins étudiés en optique ont été coupés au cryostat a I'épaisseur de 5um. Aprés
15 minutes a température ambiante, les lames étaient fixées en acétone 4°C puis séchées.
Les coupes d'organes étaient délimitées au Dakopen. Aprés 2 lavages au TBS 0.04% Tween
de 5 minutes, un blocking était réalisé avec du TBS 5% BSA pendant 20 minutes a

température ambiante en chambre humide. Un nouveau lavage au TBS 0.04% Tween était
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réalisé. L'anticorps primaire était incubé pendant 1 heure dans I'obscurité en chambre

humide dans du TBS 1% BSA :

- contréle isotypique par Ac de lapin IgG monoclonal, Abcam, 1/200
- Ac de rat anti-C3 murin IgG1 Hycult Biotech, 1/100

- Ac de lapin anti-C5b9 murin Abcam, 1/1000

- Ac de lapin polyclonal anti-fibrinogéne Abcam, 1/50

- Ac de lapin polyclonal anti-RAGE Abcam, 1/200

L'anticorps secondaire était incubé apres 2 nouveaux lavages (anticorps de chevre dirigés
contre le rat et le lapin, Thermoscientific, au 1/200). S'ensuivaient 2 lavages puis une
coloration du noyau par DAPI 200uL par lame au 1/500 dans le TBS pendant 3 minutes et
lavage a I'eau distillée. Les lames étaient finalement montées en milieu Aquapoly/mount. La

lecture des lames était réalisée en Axioscann en laser Texas Red.
Les études en RTgPCR et en WB étaient réalisées telles que décrites dans I'article n°2.

Résultats

Microscopique optique
- La coloration de Perls était faiblement positive, signant un dép6t de fer, avec un marquage
principalement tubulaire (Figure n°26) (fleches noires) sur les reins de souris PHZ+. La

coloration était négative sur les reins de souris exposées au PBS (Figure n°26).

Figure n°26 : Etude du dépo6t de fer au niveau rénal

KO PBS WT PHZ KO PHZ
Y

N\

Coloration de Perls. i) Souris RAGE‘/‘, injectée avec du PBS : marquage négatif. ii) Souris RAGE+/+, injectée avec
de la PHZ : marquage positif (fleche noire). ii) Souris RAGE'/', injectée avec de la PHZ : marquage positif (fleche
noire).
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- L'analyse en Trichrome de Masson (Figure n°27, une souris représentée par groupe) ne
retrouvait pas de différence en termes de lésion glomérulaire entre les 4 groupes
(notamment pas de lésion de MAT glomérulaire ou artériolaire, pas de turgescence
endothéliale ou de microthrombi). En revanche, on notait de la nécrose tubulaire aigué
(NTA) de facon plus fréquente parmi les souris injectées a la PHZ, sans différence entre les
groupes WT et RAGE™ (fleches rouges) (Figure n°27 et Tableau n°11).

Figure n°27 : Etude anatomopathologique de ['atteinte rénale et des lésions de nécrose
tubulaire aigué

WTPBS 1

KOPBS 1

T

Coloration en Trichrome de Masson. Les lésions de NTA sont indiquées par des fleches rouges Haut : i) Souris
RAGE" *_ injectée avec du PBS : pas de Iésion visible. ii) Souris RAGE” 4 ", injectée avec du PBS : discrétes Iésions de
NTA. Bas : i) Souris RAGE" *_ injectée avec de la PHZ : quelques Iésions de NTA. ii) Souris RAGE” ", injectée avec de
la PHZ, quelques lésions de NTA.

Tableau n°11: Etude des lésions de NTA dans les 4 groupes de souris

Souris NTA+ NTA-
WT PBS 0 3
PHZ 1 2
RAGEKO PBS 1 (focale) 2
PHZ 2 1
Immunofluorescence

L'analyse du dépot de C3b sur les reins des souris était hétérogéne, et est illustrée par la

Figure n°28 (une souris représentée par groupe) :
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- groupe WT PBS : 2 souris parmi 3 présentaient de légers dépots de C3b au niveau

glomérulaire (controle istoype négatif),
- groupe KO PBS : les 3 souris présentaient du dép6t de C3b au niveau glomérulaire,

- groupe WT PHZ : les 3 souris présentaient également du dépdét de C3b au niveau

glomérulaire, dont une présentait un dépot particulierement intense,

- groupe KO PHZ : le dép6t de C3 était présent de facon légere au niveau glomérulaire sur 2

souris, et une souris ne présentait pas de dép6t de C3.

Figure n°28 : Etude en IF des dépéts de fragments d'activation du complément et du
f/brmogene, et de I'expression de RAGE au niveau rénal

A C5b9 B

WTPBS1
KO PBS1

Fibrinogéne RAGE

WT PHZ1
KO PHZ1

(@)

WT PBS1
KO PBSl

WT PHZ1
KO PHZ1

Etude des fragments d'activation du complément : (A) souris RAGE" *, PBS et PHZ (B) souris RAGE / y
PBS et PHZ. Marquages noyau en bleu (DAPI) i) isotype ii) C3b/iC3B (vert) iii) C5b-9. Etude du dépét de
fibrinogéne et de l'expression de RAGE : (C) souris RAGE"*, PBS et PHZ (D) souris RAGE”, PBS et PHZ.
Marquages noyau en bleu (DAPI) i) isotype ii) Fibrinogéne (vert) iii) RAGE. Une souris représentative
par groupe de 3.

L'analyse du dépot de C5b9 demeurait négative sur toutes les lames rénales (Figure n°28).
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L'analyse du dépot de fibrinogéne, pouvant signer la présence de microthrombi, revenait
fortement positive sur les souris PBS et sur 3 souris PHZ (2 KO, 1 WT) (cf. Figure n°28).
L'étude des tissus semblait toutefois difficile du fait d'une conservation longue avant

utilisation en IF.

Etude de l'expression de RAGE en IF

- groupe WT PBS : un faible marquage était observé sur les 3 souris,
- groupe KO PBS : aucun marguage n'était retrouvé,

- groupe WT PHZ 2 : le marquage était trés intense sur la souris une souris WT PHZ (souris

qui présentait le plus fort dépo6t de C3b) et faible chez les deux autres souris du groupe,

- groupe KO PHZ : de fagon étonnante, alors que deux souris étaient bien négatives, une

souris présentait un marquage franchement positif au niveau vasculaire (cf. Figure n°28).

Validité du KO
Devant ce résultat, nous avons testé la validité du KO de RAGE par PCR (Figure n°29), et

confirmé I'absence d'amplification du géne RAGE dans les 6 souris KO.

Figure n°29 : Etude de validité de l'invalidation de RAGE
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A gauche : gPCR de RAGE sur lysats de reins, groupe de souris indiqué en abscisse. A droite : Western blot anti
GFP (poids moléculaire attendu de 27kDa), sur poumon et rein des différentes souris
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Nous avons également réalisé un WB de la GFP (Green Fluorescent Protein), utilisée dans le

KO de RAGE. L'expression de la GFP était bien retrouvée sur les reins et poumons de souris

KO (cf. Figure n°29).

Cette observation nous a conduit a tester plusieurs anticorps anti RAGE en WB (Figure n°30),
en comparant des reins de souris RAGE”" versus WT, ainsi que des poumons de souris WT et

RAGE” (organe exprimant le plus fortement RAGE).

Figure n°30 : Etude de RAGE sur reins de souris
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Haut : WB de RAGE - anticorps Abcam ab3611 (utilisé en IF, Figure n°28 D) : on observe a la taille attendue de
45kDA (fleche) une bande chez les 6 souris WT, non présente chez les souris RAGE" . En revanche, on observe de
la « non spécificité » avec de multiples bandes noires chez les 12 souris. Bas : WB de RAGE - anticorps Abcam
ab65965. A nouveau, on retrouve une absence de spécificité de I'anticorps avec de multiples bandes non
attendues.
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Finalement, nous avons utilisé le poumon comme organe contréle positif avec ces mémes
anticorps : avec le premier (Abcam ab3611), nous avons conclu a une absence de spécificité
de I'anticorps devant des bandes aux alentours de 45kDa, a la fois sur le poumon WT et sur
le poumon KO (Figure n°31, gauche). Le second anticorps (Abcam ab65965) était plus

spécifique au niveau du poumon, avec une expression de RAGE a la bande 45kDa retrouvée

sur les poumons WT, et non sur les poumons KO (Figure n°31, droite).

Figure n°31 : Etude de RAGE sur reins et poumons de souris

N 10 ¥ . \ PO I

MT &F e e & e
. o ————
mae o e
100 100 R -
63 — 63 Soamms  ooeewm
N = - L, e

Pg J—— — "9 T —

B 0
= . © W
y T |

WB de RAGE, taille attendue de 45kDA (fleche). Gauche : anticorps Abcam ab3611 (utilisé en IF, Figure n°25 D,
et en WB Figure 27 haut). Droite : anticorps Abcam ab65965 (utilisé en WB, Figure n° 27 Bas).

Enfin, I'utilisation de deux autres anticorps (Abcam 181293 et R&D AF1145) retrouvait un

marquage spécifigue de RAGE sur le poumon WT, négatif sur le poumon KO et négatif dans

les reins de souris KO ou WT (Figure n°32).
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Figure n°32 : Etude de RAGE sur reins et poumons de souris
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WB de RAGE, taille attendue de 45kDA (fleche). Gauche : anticorps Abcam ab181293. Droite : anticorps R&D
AF1145.

Etude de la souffrance tubulaire
Afin d'identifier s'il existait une atteinte rénale plus importante chez les souris WT versus

RAGE”" en conditions d'hémolyse, nous avons mesuré l'expression de marqueurs de

souffrance tubulaire au niveau rénal, par RTqPCR sur les broyats d'organes.

- Dans un premier temps, une RTqPCR de HO-1 nous a permis de confirmer que les souris
ayant recu de la PHZ présentaient bien une hémolyse, HO-1 étant induite par I'heme au
niveau tubulaire. L'expression de HO-1 était augmentée d'environ 70 fois chez les souris

hémolytiques (Figure n°33).
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Figure n°33 : Validité du modéle d'hémolyse et étude de I'atteinte tubulaire sur les reins
murins, PBS versus PHZ
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Représentations des RTqPCR sur lysats de reins, n=3 souris par groupe : i) HO-1 ii) Kim1 (Kidney injury
molecule-1 ) iii) Ngal (neutrophil gelatinase-associated lipocalin). Les groupes de souris sont indiqués en
abscisse, et les RQ en ordonnée.

- L'expression de Kim 1 était augmentée d'environ x10 chez les 3 souris WT PHZ, et x100 chez
les 3 souris KO PHZ. L'expression de Ngal, parallelement, était augmentée de x2 dans le
groupe WT PHZ et x60 dans le groupe KO PHZ. Il existait donc augmentation des marqueurs
de souffrance tubulaire plus importante dans le groupe KO versus WT, sous l'effet de

I'hémolyse (cf. Figure n°33).

Pour comprendre ce mécanisme, nous avons émis |'hypothése que les souris KO
surexprimaient TLR4 au niveau rénal, ce qui aurait pu expliquer des Iésions tubulaires plus
fortes ou des dommages TLR4-médiés. Ainsi, nous avons mesuré I'expression de TLR4 par
RTQPCR sur les lysats rénaux mais nous n'avons pas observé de différence entre les groupes
KO et WT PHZ (cf. Figure n°34). Un WB TLR4 a été réalisé mais dont les résultats sont
ininterprétables, a nouveau par probable manque de spécificité de I'anticorps

(cf. Figure n°34).
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Figure n°34 : Etude de I'expression de TLR4 sur les reins de souris
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Etude de I'expression de TLR4 par : Gauche : RTqPCR sur lysats de reins, n=3 par groupe. Droite : WB, poids
moléculaire attendu ~30KDa (fléche noire)

Conclusion

Ce projet avait pour but d'étudier les effets, principalement au niveau rénal, d'une hémolyse
induite par la PHZ chez des souris RAGE™". Nous nous sommes attachés a décrire I'atteinte
histopathologique rénale, via I'étude de certains marqueurs de Iésions tubulaires, et la mise

au point d'une étude de l'activation du complément en immunofluorescence.

D'une part, nous n'avons pas observé de différence majeure histologique entre les souris WT
et RAGE” sous l'effet de la PHZ. D'autre part, I'étude du complément en IF s'est révélée
difficile d'interprétation, en raison de nos faibles effectifs. La mise en évidence de la
présence de RAGE sur des vaisseaux de souris RAGE” en IF nous a poussé a préciser la
spécificité des anticorps anti RAGE. Ainsi, nous avons donc mis en évidence que l'anticorps
utilisé dans notre lére expérience d'IF n'était pas spécifigue de RAGE. En revanche,
I'anticorps monoclonal spécifique que nous avons pu valider secondairement dans le
poumon ne retrouvait pas de bande au poids moléculaire correspondant a RAGE sur les
lysats rénaux, signifiant une trop faible présence de RAGE pour étre détectée. Cette absence

de marquage protéique de RAGE au niveau rénal a déja été rapportée dans la littérature®®’.

101



Une différence notable a été observée sur ce travail : en I'occurrence, la plus forte atteinte
tubulaire des souris RAGE” exposées a la PHZ, avec une augmentation forte de I'expression
de Kiml et Ngal. Notre hypothése concernant une surexpression de TLR4 ne s'est pas

vérifiée. Ces travaux doivent étre poursuivis afin de comprendre ce mécanisme.
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2.3 - Etude de l'expression de RAGE sur des biopsies de patients

Objectif

L'expression de RAGE étant retrouvée dans certaines pathologies rénales telles que le
diabete, nous avons émis I'hypothése que l'expression de RAGE pourrait étre augmentée

dans le rein en cas d'hémolyse.

Méthodes
A partir des patients présentés dans l'article 1 en période d'hémolyse (MAT et valve

mécanique), nous avons réalisé en collaboration avec le laboratoire d'anatomopathologie
(Dr Gibier) un marquage de RAGE sur ces biopsies rénales. Nous avons utilisé, afin de
controler la positivité de I'anticorps, des biopsies de poumons (poumon sain et fibrose
idiopathique). Le marquage primaire était réalisé avec anticorps anti RAGE R&D polyclonal
IgG de chévre (AF1145) a 5ug/ml, l'anticorps secondaire était un anticorps anti-chévre

couplé HRP.

Résultats
Le marquage dans les biopsies pulmonaires de poumons sains restait non significatif (cf.

Figure n°35 A). Il existait un discret marquage sur une biopsie de poumon de fibrose
idiopathique, notamment au niveau des pneumocytes et des macrophages (cf. Figure n°35
B). Au niveau rénal, nous n'avons pas retrouvé de différence d'expression de RAGE entre les

patients sains et hémolytiques : le RAGE demeurait non détectable. (cf. Figure n°36 et 37)

Conclusions

Nos résultats ne retrouvent pas de surexpression de RAGE au niveau rénal en cas
d'hémolyse. Ces résultats sont a pondérer par la fiabilité de l'anticorps et le trés faible
nombre de patients testés. Bien que nous ayons testé et validé la spécificité de cet anticorps
en Western Blot, le marquage reste non spécifique sur les poumons sains. Pourtant, la
littérature rapporte un marquage positif sur les pneumocytes a I'état basal dans le

poumon”®.
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Figure n°35 : Etude de I'expression de RAGE sur des biopsies pulmonaires
A
B

Marquage de RAGE en immunofluorescence (vert), sur tissus pulmonaires (A) : 4 patients contréles négatifs
(B) patient contréle positif (fibrose pulmonaire idiopathique)

Figure n°36 : Etude de I'expression de RAGE sur des biopsies rénales de patients non
hémolytiques

Marquage de RAGE en immunofluorescence (vert), sur biopsies rénales d'un patient sain. Gauche : faible
grossissement. Droite : glomérule (haut) et structure vasculaire (bas)
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Figure n°37 : Etude de I'expression de RAGE sur des biopsies rénales de patients hémolytiques

Marquage de RAGE en immunofluorescence (vert), sur biopsies rénales de patients présentant : (Haut) une

MAT, et (Bas) une valve mécanique.

Ainsi, nos résultats indiquent |'absence de RAGE détectable en WB sur les lysats de reins des
souris WT et sur des biopsies rénales de patients, aussi bien sur des contréles négatifs que
des patients hémolytiques. Il nous est apparu qu'il serait difficile de mettre en évidence une
différence sur le réle de RAGE dans I'hémolyse en partant de I'étude du rein, si ce récepteur
n'y était exprimeé de facon trés faiblement détectable, aussi bien en WB qu'en RTqPCR. Nous
avons donc choisi d'associer a nos recherches un organe exprimant fortement RAGE, le

poumon. En effet, nos expériences y confirmaient une forte expression en WB et RTqPCR.
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2.4 - Résumé et présentation de I'article n°2

Objectifs
L'heme libre, produit de I'némolyse, a de fortes propriétés proinflammatoires. Son récepteur

membranaire décrit est le TLR4, mais les interactions TLR4-héme ne suffisent pas a expliquer tous les
effets proinflammatoires rattachés a I'héme. Le RAGE et le TLR4 partagent plusieurs ligands dont le
LPS, HMGB1, le complexe S1001A8/A9 et le sérum B amyloide. Nous avons ainsi émis I'hypothése

que le RAGE pourrait étre un récepteur de I'héme.

Méthodes

Etudes des interactions avec RAGE
Nous avons étudié les interactions RAGE-héme par plusieurs méthodes : la spectroscopie

d'absorbance (collaboration avec le Dr Dimitrov), la chromatographie d'exclusion stérique
(collaboration avec le Dr Yatime) ainsi qu'en SPR. Deux formes de RAGE ont été utilisées :
une protéine d'origine commerciale (hRAGE-Fc, R&D Systems) ainsi qu'une protéine
recombinante du domaine extracellulaire de RAGE, le VC1C2 (collaboration Dr Yatime), et les
domaines purifiés VC1, V et C2. Nous avons utilisé comme contréle la protéine IgG1 Fc (R&D

Systems). La BSA glyquée avec de la CML était utilisée comme ligand controle du RAGE.

Modéle murin
Des souris C57BL/6 invalidées ou non pour RAGE ont été traitées par injection

intrapéritonéale d’héme a JO, a la dose de 100umol/kg, ou par PBS. A 24h, les souris étaient
sacrifiées et différents organes étaient récupérés (reins, coeur, poumons, rate). L'expression
de RAGE était étudiée en RTgPCR sur les quatre organes, ainsi que l|'expression de
marqueurs de l'inflammation au niveau pulmonaire (TNFa, IL1B, IL6, facteur tissulaire),

organe exprimant le plus fortement RAGE.

Modéle cellulaire
Deux types de CE ont été étudiés : les HUVEC (Human Umbilical Venous Endothelial Cells),

culture primaire de CE de veines de cordon ombilical (CHRU de Lille) et les HMEC (Human
Microvascular Endothelial Cells), lignée immortalisée de CE microvasculaires de peau. Les
cellules étaient incubées pendant une nuit (~16h) avec de I'héme a différentes
concentrations croissantes (0 a 50uM), dans un milieu dépourvu de sérum (milieu OPTI®)
afin de ne pas inhiber les effets de I'hneme. L'expression de RAGE était étudiée en WB et

RTqPCR.
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Résultats
Dans un premier temps, nous avons étudié l'interaction heéme-RAGE en spectrométrie

d'absorbance et retrouvé des arguments pour I'existence d'une liaison. Ces résultats étaient

corroborés par une chromatographie d'exclusion stérique réalisée par le Dr Yatime.

Dans un deuxieme temps, nous avons procéder a une étude d'interaction en SPR, qui
confirmait la liaison héme-hRAGE Fc avec une affinité de I'ordre du micromolaire, alors que
I'héme ne liait pas la protéine contrdle IgG1- Fc. L'utilisation de domaines purifiés de RAGE
(VC1C2, VC1, V et C2) nous a permis de mettre en évidence que le site de liaison de I'heme

se situait sur le V, celui-ci liant tous les fragments de RAGE a I'exception du C2.

Afin de caractériser plus en détail cette liaison, l'utilisation de différentes protoporpphyrines
(Zinc(l1)PP, Manganése(ll1)PP, Cobalt(IIl)PP, Magnésium(I)PP) et des molécules contenant du
Fer (Fer(lll)phtalocyanine, ferroine) nous a permis de mettre en évidence que le RAGE

semblait interagir avec les molécules contenant du Fer et d'autres métaux de transition.

In vitro, sur des cultures cellulaires d'HUVEC et HMEC, nous avons observé une
augmentation de I'expression de RAGE dose dépendante a I'heme incubé pendant 16h, en
cytométrie en flux et RTgPCR. In vivo, chez des souris C57BL6 WT, l'injection d'heme
induisait une augmentation de I'expression de RAGE, mesurée en RTgPCR, sur les reins, le
coeur et la rate. En revanche, sur les poumons, organes exprimant le plus fortement RAGE,

nous ne retrouvions pas cette augmentation.

Via l'invalidation de RAGE sur ces souri, nous avons étudié les effets de I'héme sur
I'inflammation médiés par RAGE. Nous avons observé que les souris invalidées pour RAGE
présentaient une baisse d'expression significative de molécules de l'inflammation au niveau

pulmonaire (TNFa, IL1B et Facteur tissulaire) sous |'effet de I'heme.
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Conclusions
Ainsi, cette édude montre pour la premiére fois que I'heme libre serait un ligand de RAGE,

dont le site de liaison se situerait sur le domaine V. Affine et spécifique, cette liaison aurait
pour conséquences d'activer certaines voies de l'inflammation, menant a un phénotype pro-
inflammatoire comme le démontrent la baisse de I'expression du TNFa, IL13 et Facteur

tissulaire en cas d'invalidation de RAGE, sous |'effet de I'heme.
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2.5 - Données complémentaires : études des voies Akt et ERK

Objectifs
Au vu de nos résultats obtenus concernant les conséquences phénotypiques de la liaison

héme-RAGE, nous avons souhaité étudier les voies communes a I'heme et au RAGE, dont la

phosphorylation de ERK1/2 et Akt.

Méthodes
Etude en Western Blot : Les poumons des souris WT et RAGE™ traitées a I'néme ou au PBS

(souris identiques a celles utilisées dans l'article n°2) ont été récupérés et lysés en tampon
RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay). 25ug par echantillon étaient déposés sur des gels
acrylamide précoulés (Bolt™ 4-12%, Bis-Tris Plus Gels, 15 puits, Invitrogen™ Thermo Fisher
Scientific). Aprés un transfert de 7 minutes (Trans-Blot Turbo, membrane PVDF), les
membranes étaient saturées en BSA5% pendant une heure a température ambiante.
Secondairement, les anticorps primaires étaient incubés toute la nuit a 4°C : anti-ERK1/2 Cell
Signaling 4695S (dilution 1/1000), anti-phosphoERK1/2 Cell Signaling 4376S (dilution
1/1000), anti-Akt R&D MAB2055 (dilution 1/2500) et anti-phosphoAkt R&D AF887 (dilution
1/500). L'anticorps dirigé contre la GAPDH (Santa Cruz sc32233, 1/500) était incubé durant
1h30 a température ambiante le lendemain. Apres lavage, les anticorps secondaires étaient
incubés 1h30 a température ambiante, respectivement : anti-Rabbit Cell Signaling HRP
7074S (dilution 1/5000) pour ERK, phosphoERK et phospoAkt, et un anti-Mouse HRP Cell
Signaling 7076 (dilution 1/5000) pour Akt and GAPDH. Les WB étaient révélés par

chimiluminescence (ECL BioRad Clarity).

Résultats

Apres injection d'héme sur les souris WT, nous avons observé une augmentation modérée
de la phosphorylation de ERK1/2 au niveau pulmonaire (Figure A). Le ratio
phosphoERK/ERK;ta chez les souris WT traitées a I'heme était ~1,1fois plus élevé que chez
les souris WT PBS. La phosphorylation de ERK1/2 diminuait fortement chez les souris RAGE™
apres exposition a I'heme : le ratio phosphoERK/ERK;ota €tait ~0,14 fois plus bas que ce ratio
chez les souris RAGE” PBS (Figure B). Concernant la voie Akt, chez les souris WT traitées a
I'neme, on observait une augmentation de 1.5 fois le ratio phosphoAkt/Akt. par rapport
aux souris WT PBS (Figure C). Chez les souris RAGE” mice, ce ratio de phosphorylation était

de 0.5 par rapport aux souris RAGE” PBS (Figure D).
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Conclusion
Nos données sur I'étude des voies de signalisation communes entre RAGE et I'heme

retrouvent, sur les souris RAGE'/', une baisse de la phosphorylation de ERK1/2 et Akt sous
I'effet de I'heme. Ces résultats, a confirmer notamment par une répétition de I'expérience,
pourraient expliquer les mécanismes de |'effet protecteur de I'invalidation de RAGE décrits
dans l'article n°2 au niveau pulmonaire. En effet, on notait une plus faible augmentation de
I'expression de certaines molécules de l'inflammation (TNFa, IL1P et le facteur tissulaire)
sous l'effet de I'néme chez les souris RAGE-/-, dont une hypothése serait une moindre

phosphorylation des voies de l'inflammation, Akt et ERK1/2.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

L'objectif initial de I'ensemble de ces travaux était d'identifier certains facteurs pouvant
mener a une susceptibilité endothéliale glomérulaire dans le SHUa. Nos travaux ont
confirmé le role clef du complément et de I'hémolyse et ont ouvert des perspectives via la

découverte d'un nouveau récepteur a I'heme, le RAGE.

En premier lieu, il est apparu en conditions hémolytiques que la CE glomérulaire était plus
susceptible a I'activation du complément a sa surface en comparaison a des cellules
macrovasculaires (HUVEC) ou microvasculaires issues du derme. En effet, |'activation du
complément, mesurée par les dépdts de fragments de clivage du C3, était plus intense sous
I'effet d'une exposition prolongée a I'heme sur les CE glomérulaires. In vivo, sur un modele
murin, le dépot de C3b glomérulaire était également particulierement intense par rapport
aux autres organes. La quantification des dépots de C3b nous semblait étre un marquage
pertinent, reflet de l'activation du complément a la surface des cellules. Ces dépoéts
constituent le témoin d'une activation du complément en raison d'une liaison covalente a la
membrane cellulaire du C3b aprés clivage de la molécule C3 par les C3 convertases. En effet,
I'anticorps ne reconnait pas les molécules de C3 non clivées, liées a la membrane ou
produites localement, mais reconnait en revanche iC3b et C3c, reflet d'une activation
récente du complément sur des modéles murins®®. L'étude du dépdt de C5b-9 sur les CE et
les tissus murins était peu contributive, rarement positive, méme en cas de positivité forte
du dépot de C3b. Une hypothése plausible serait la nécessité de C3 convertases en plus
grande quantité pour pouvoir mener a la formation de C5 convertases, puis au C5b-9,
comme lors d'expériences utilisant un complément dérégulé via le sérum de patients”. Nos
travaux montrent des biopsies de patients hémolytiques avec la présence de dép6t de C3b
sur les tissus rénaux. On peut s'interroger sur la spécificité de ce marquage. Pour certains

499500 capendant, nous pensons que ces dépdts

auteurs, ces dépots seraient aspécifiques
pourraient refléter I'activation du complément due a I'hémolyse et au complément dérégulé,
cette derniere condition expliquant pourquoi les dépbts de C3b seraient plus importants
chez les patients atteints de SHUa que dans les cas d'hémolyse mécanique isolée (valve

cardiaque mécanique).
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L'expression des régulateurs MCP et DAF diminuaient sous l'effet de I'hneme, de fagcon
similaire entre les types cellulaires, n'expliquant pas la susceptibilité des CE glomérulaires a
I'heme. En revanche, on observait une moindre liaison du FH sur les CE glomérulaires,
principal régulateur de la C3 convertase et dont une anomalie est présente chez plus de 40%
des cas de SHUa’ Pour isoler l'importance du réle du FH sur le dépdt de C3
indépendamment des autres régulateurs de la C3 convertase, nous pourrions réaliser un
blocage du FH sur les HUVEC (au moyen d'un anticorps anti FH). Par ailleurs, cette faible
liaison du FH sur les CE glomérulaires nécessite d'étre confirmée in vivo, par exemple au
moyen d'une comparaison histologique (par un marquage anti-FH) de différents
endothéliums murins. Les mécanismes sous-jacents a cette plus faible liaison du FH sur les
CE glomérulaires, si elle était confirmée in vivo, nécessiteraient des explorations
complémentaires. Une hypothése pouvant expliquer cette liaison plus faible serait la
spécificité du glycocalyx de l'endothélium glomérulaire. Nous pourrions, a l'aide un
traitement dirigé contre les GAG sur les HUVEC (telle une héparanase) reproduire les
expériences d'exposition a I'heme et mesurer le dép6ét de C3b. D'autre part, I'étude en
histologie sur les tissus murins et les biopsies de patients serait également intéressante afin
de préciser I'hétérogénéité de la liaison du FH aux différents endothéliums in vivo. Des
résultats préliminaires de notre laboratoire (J. Léon) mettent en évidence que I'hémolyse,
dans un modele murin, induisait une augmentation de l'expression du FH au niveau
hépatique. L'utilisation d'une lignée de souris déficientes pour le FH au niveau hépatique,
décrite par Vernon et al.>®', pourrait nous permettre de faire la part des choses entre
I'origine locale (production hépatique) et systémique du FH quant a cette surexpression du

FH au niveau hépatique.

Deuxiémement, nous avons identifié la TM comme acteur de ce tropisme rénal. Sur les
HUVEC, ainsi que dans certains organes murins (peau, foie), nos résultats retrouvaient une
augmentation de I'expression de la TM sous l'effet de I'heme, en accord avec la

littérature >°%°%

. Le réle de la TM dans les MAT et le SHUa est mis avant depuis plusieurs
années par différentes équipes : identifié comme régulateur du complément depuis une
dizaine d'années®®, nous avons ici confirmé son réle dans I'accélération de la dégradation du

C3b par le Fl en présence de FH. Des mutations de la TM ont été identifiées chez certains

113



patients porteurs de SHUa?, qui demeurent pour certains auteurs des variants rares et dont

ey s \ ; .2 4
la causalité reste a établir®®™°

. Sur l'endothélium glomérulaire, nous observions une
moindre augmentation de son expression sous |'effet de I'heéme, in vitro et in vivo. Dans
I'étude de Sartain et al., I'expression de la TM sur les HRGEC diminuait également apres

167 ' Afin de démontrer un

exposition a une autre molécule inflammatoire, la cytokine TNFa
lien entre faible expression de la TM sur les CE glomérulaires et élévation du dépot de C3b,
nous pourrions réitérer les expériences d'exposition a I'hneme sur des CE dont I'expression de
la TM serait inhibée (modele cellulaire de siRNA), ou au moyen d'une invalidation de la TM
chez des souris exposées a I'heme. La concordance de nos résultats sur la TM souligne son
réle comme acteur a part entiére dans le SHUa et la régulation du complément, rappelant
que la sTM soluble a été testée comme agent thérapeutique avec des résultats positifs, dans

505-507

le SHU typique au Japon , sans étude randomisée a effectif suffisant a I'heure actuelle.

Une élévation des taux de sTM, traduisant une baisse d'expression endothéliale due a son

% In vivo, des souris avec une TM

clivage, constitue le témoin d'une atteinte endothéliale
tronquée présentaient des dépots glomérulaires de C3b sans traitement préalable, ainsi
qu'un risque accru de SHU typique. Dans cette méme étude sur le SHU typique, les auteurs
rapportaient une perte d'expression de la TM in vitro (sur des HMEC) et in vivo, dépendant
de C3a°®. Une hypothése envisageable pour intégrer nos résultats a la littérature serait
qgu'en cas de stimuli proinflammatoires (tels qu'un sepsis, modélisé par les cytokines),
I'endothélium serait activé et la TM diminuée. Ceci favoriserait I'activation du complément,
par le role régulateur du complément de la TM, et donc les microthromboses. L'hémolyse,
secondaire a ces thrombi, engendrerait la libération d'heme qui permettrait sur certains
endothéliums une ré-augmentation de la TM et une protection contre le complément. Ces
mécanismes pourraient ne pas avoir lieu sur lI'endothélium glomérulaire, du fait d'une
moindre traduction des facteurs de transcription de la TM sous l'effet de I'heme, KLF2 et
KLF4. Afin de valider cette hypothése, nous pourrions poursuivre les expériences en

exposant les différentes CE a des cytokines, réaliser une incubation avec I'héme puis

mesurer |'activation du complément a la surface cellulaire.

Le troisieme facteur mis en lumiere par nos travaux sur |'étude de la résistance au

202

complément était I'HO-1, premiere enzyme de protection envers I'heme”™“. Nous avons mis

114



en évidence une forte expression d’HO-1 par les HUVEC aprés exposition prolongée a
I’heme, qui était plus faible sur les CE microvasculaires et notamment les CE glomérulaires.
Cette faible expression endothéliale glomérulaire était retrouvée également in vivo, avec un
faible marquage endothélial glomérulaire sous l'effet de I'heme, en comparaison aux
endothéliums hépatiques, cardiaques, cutanés ou pulmonaires. La faible expression de HO-1
au niveau endothélial glomérulaire a été récemment décrite dans des travaux de notre
équipe”, mais sans comparaison inter-organes. Notre résultat in vitro s'ajoute aux
différences qui opposent les endothéliums macro et micro vasculaires. Citons en exemple le
récepteur de protéine C, majoritairement exprimé par les gros vaisseaux, a l'inverse du TFPI,
plutét exprimé par le systéme microvasculaire®™. Pour poursuivre les explorations de ces
différences entre types de CE, nous souhaitons réaliser une analyse transcriptomique des CE

+/- exposées a I'héme afin de mieux appréhender ces différences.

Apres mise au point d’un nouveau modele de re-stimulation des CE par I’'heme, nous avons
montré sur des HUVEC qu’il existait une baisse du dépo6t de C3b sur les cellules pré-exposées
a I’heme, comparativement aux cellules non traitées, suggérant un effet protecteur via
I'expression de HO-1. Cet effet n'était pas retrouvé sur les CE microvasculaires. Il a été
démontré dans la littérature que HO-1 prévient de l'activation du complément : la
stimulation de HO-1 induisait une augmentation de I'expression de DAF sur les HUVEC™®,
Ces résultats ont été confirmés sur un modele de souris invalidées pour HO-1, qui présentait
une diminution de I'expression de DAF et une augmentation du niveau d'activation du

108 | a également été démontré dans un modele murin que HO-1 augmentait

complément
I'expression de la TM a la surface des CE pulmonaires, avec un effet protecteur sur le
sepsis°®, ce qui concorde avec nos résultats. Nous n'avons pas réussi, a I'heure actuelle, a
observer I'augmentation de DAF corrélée a l'induction de HO-1, suggérant la possibilité
d'autre mécanismes liant HO-1 et la complément-protection. L'ensemble de ces résultats
suggere que I'endothélium glomérulaire serait mal protégé contre I’"hémolyse, alors que les
autres organes pourraient, par une capacité a induire HO-1, se protéger de I'héme et de la
cascade d’activation du complément qu’elle engendre. Afin de préciser le réle de HO-1 dans
le défaut de complément-protection et démontrer notre hypothese, nous pourrions réaliser

un blocage de HO-1, par siRNA sur les HUVEC, ou au contraire induire une surexpression de

HO-1 dans les CE microvasculaires et reconduire nos expériences de rechallenge avec
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I'néme. Nous avons essayé de mettre au point le siRNA de HO-1, sans succés car le silencing
était insuffisant et ne diminuait que de 50-60% |'expression de HO-1 sur les HUVEC. De
méme, HO-1 étant up-régulée par le CoPPIX, tandis que son activité est bloquée par SnMPIX
et ZnPPIX'®, nous pourrions avoir recours 3 ces trois molécules pour induire ou bloquer
HO1, respectivement sur les CE glomérulaires et les HUVEC, et mesurer l'activation du
complément dans |'expérience de rechallenge. D'autres expériences mécanistiques
pourraient étre proposées : l'utilisation directe des produits dérivés de HO-1 et du
catabolisme de I'neme (tels que les CO-related molécules ou la bilirubine) dans notre
expérience de "rechallenge" cellulaire, en lieu et place de la préincubation a I'hneme. Nous
pourrions également induire HO-1 par certaines molécules non liées a I'hémolyse, a l'instar

1

. 1 12 . . . ey
des statines®™! ou du curcuma®2. In vivo, nous pourrions nous tourner vers |'acquisition

d'une lignée murine invalidée pour HO-1.

Devant nos résultats suggérant un réle de HO-1 dans la complément-protection, nous avons
mené une étude sur les polymorphismes de HO-1 en comparant les patients de la cohorte
frangaise a des contrdles sains. Il n'a pas été mis en évidence de différence entre les deux
groupes. Le role des polymorphismes du promoteur du gene de HO-1 a été largement
démontré en pathologie humaine, depuis leur premiere description par Kimpara et al. en
1997°2. Il a été montré qu'un polymorphisme microsatellite du promoteur du géne de HO-1
(répétition de paires de bases (GT)n) était capable de moduler la transcription du géne en
réponse au stress oxydant514. Un promoteur long serait associé a une moindre expression de
la protéine HO-1. Deux études portant sur 101 et 384 patients retrouvent que le génotype
de courte répétition de (GT)n serait associé a une meilleure survie rénale aprés

515,516

transplantation . D'autres mécanismes protecteurs de I'heéme semblent jouer un role

important sur le plan rénal. Les souris hémopexine KO présentent une insuffisance rénale en

>17_Un polymorphisme de I'haptoglobine est décrit dans les maladies rénales

cas d'hémolyse
chroniques™®. Dans le SHUa, I'étude génétique des molécules protectrices de I'héme n'a pas
encore été réalisée mais nous avions suggéré qu’elles pourraient jouer un role important
dans la physiopathologie de cette maladie. Devant ['hétérogénéité de la réponse
endothéliale a certains stimuli inflammatoires tels que I'héme ou les cytokines, une

hypothése de travail serait d'étudier les polymorphismes de I'HO-1 des différents donneurs

de CE primaires.
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Les différents types de cultures cellulaires utilisés constitue une autre limite a souligner dans
ce travail est. Nous avons choisi I'utilisation des HUVEC, celles-ci étant considérées comme la
culture cellulaire de référence dans la littérature, notamment pour leur facilité d'isolement
et leur résistance en culture. Néanmoins, le cordon ombilical, dont proviennent ces cellules,
n'est pas un organe témoin dans le SHUa. L'utilisation de culture primaire de CE cérébrales,
cardiaques ou pulmonaires aurait pu avoir une meilleure justification cliniqgue. Nous avons
mis en culture des CE d'autres organes, notamment d'endothéliums microvasculaires
cérébraux et cardiaques, mais nous n'avons pas réussi a les cultiver suffisamment longtemps
pour les développer et les utiliser pour nos expériences. L'étude de nombreux organes dans
notre article a tenté de pallier ce manque de diversité et de relevance clinique des CE
utilisées. D'autre part, afin de poursuivre ce travail sur les comparaisons endothéliales, nous
souhaitons étudier, dans notre modele cellulaire, I'exposition a du sérum humain normal
versus celui de patients atteints de SHUa, pour caractériser les lésions du complément sur

les CE dans un modeéle in vitro de la maladie.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons tourné nos recherches vers le récepteur
RAGE, en émettant I'hypothése d'un réle dans le SHUa. En effet, RAGE est décrit comme un
récepteur de 3 molécules impliquées dans la cascade du complément : I'anaphylatoxine C3a

63% Nous avons essayé de reproduire les

et sa forme inactivée le C3a desarginé, et le Clq
expériences décrites par Ruan et al., et la liaison du C3a au RAGE en SPR. Malgré I'utilisation
de plusieurs conditions expérimentales (différents tampons de courses avec modulation des
concentrations en HEPES, NaCl, Tween, +/-MgCl2, +/-EDTA), nous ne sommes pas parvenus a
reproduire cette liaison. Dans les travaux de Ruan et al., cette liaison était rapportée de
facon directe en ELISA. En SPR, méthode bien plus sensible que I'ELISA et validée pour
étudier les interactions entre protéine5519, cette liaison était décrite comme directe mais
n'était uniguement montrée qu'apres potentialisation par des CpG (débris d'ADN). Une
étude s'est intéressée au role de RAGE dans l'ischémie-reperfusion digestive, a travers cette

520 an comparant des souris RAGE”* et RAGE”™ Aprés

liaison rapportée entre RAGE et C3a
réalisation d'une ischémie/reperfusion au niveau mésentérique, les auteurs observaient une
augmentation systémique de deux ligands de RAGE : HMBG1 et C3a. Cependant, dans le
groupe invalidé pour RAGE, les atteintes inflammatoires digestives étaient identiques,

laissant supposer que les ligands de RAGE, dont C3a, jouaient un réle inflammatoire a travers
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leur liaison a d'autres récepteurs et que la liaison C3a/RAGE, si elle existait, occupait un role

minime dans ce modeéle.

Aussi, nous avons émis [|'hypothése que I'héme pourrait jouer ce méme role de
potentialisateur. Nous n'avons pas retrouvé d'étude s'intéressant aux interactions entre
RAGE et I'heme, et peu de travaux ont abordé le lien entre RAGE et I'hémolyse. Dans sa
thése, le Dr. Charrin décrit pour la premiére fois un lien entre souris drépanocytaires et
RAGE®?. Via I'étude du modéle murin drépanocytaire Townes, certains paramétres de
I'inflammation et du stress oyxdant étaient analysés. Les reins présentaient une
susceptibilité particuliére au stress oxydant et a I'inflammation, avec des taux élevés d'AOPP,

522

et une augmentation de NFkB et de TNFa En souhaitant étudier les effets

proinflammatoires induits par I'hnémolyse dans ce modele de drépanocytose, et compte-tenu
du fait que des taux d'AGE élevés ont été retrouvés chez des patients drépanocytaires >,
les auteurs ont réalisé un blocage de RAGE dans ces souris : ces résultats, non publiés,
retrouvaient une diminution de I'hémolyse (augmentation de I'hématocrite et du taux
d'hémoglobine, baisse du taux de réticulocytes) et une diminution de certaines cytokines
proinflammatoires (TNFa, IL-1B), de molécule d'adhésion (VCAM-1) et de marqueurs du

stress oxydant (activité NADPH oxydase, taux d'AOPP). On notait également une

augmentation de |I'expression de eNOS au niveau rénal et du taux plasmatique de NO.

Pour la premiere fois, nous avons démontré que I'héme liait le RAGE, en SPR, ou les
molécules du complément telles que C3a, C3a désarginé et Clqg venaient se lier au complexe
RAGE-héme. Devant la découverte de RAGE comme récepteur de I'héme, nous avons
souhaité poursuivre la description de cette liaison, et I'avons confirmée par deux autres
techniques : en spectroscopie d'absorbance, en collaboration avec le Dr. Dimitrov, et en

chromatographie d'exclusion stérique, en collaboration avec le Dr. Yatime.

Secondairement, grace a une collaboration avec le Dr Yatime et I'obtention des différents
domaines purifiés du RAGE, nous avons caractérisé le domaine de liaison de I'heme, qui s'est
avéré étre le domaine V. Il s'agit du domaine identifié le plus fréqguemment comme site de

346 Dans la continuité de ces travaux, la collaboration

liaison des nombreux ligands de RAGE
avec le Dr Yatime se poursuit actuellement avec pour objectif de cristalliser le complexe

RAGE/héme. Les résultats du Dr Yatime retrouvent par ailleurs, en chromatographie
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d'exclusion stérique, que les complexes RAGE/héme formeraient des oligomeéres de taille

variée, rendant la cristallisation de ce complexe plus difficile.

En outre, nous avons mis en évidence que deux autres molécules contenant du Fe’*
- Fer(lll)pht et la ferroine -, ainsi que les porphyrines contenant un métal de transition a 3
valences - Mn(lll), ZnPP, Co(lll) - liaient RAGE en SPR, a la différence du Mg(ll). Dans le but de
déterminer si la valence Fer? ou ** jouait un rdle dans la liaison RAGE/héme, nous avons
collaboré avec les Dr A. Ghinet, M. Billamboz et C. Waterlot (Ecole des Hautes d'Etudes
d'Ingénieurs, Lille). La molécule de piroxicam étant spécifique d'une liaison au Fer® et non

au Fer®*>®

, ils ont confirmé que I'néme utilisé dans nos travaux (dilué en solution NaCl
NaOH) comportait du Fer a valence 3+, car il se liait au piroxicam. Par ailleurs, les travaux du
Dr Yatime ont retrouvé une abolition partielle de la liaison RAGE/héme par le piroxicam en

chromatographie d'exclusion sérique.

Une autre étude propose un lien entre RAGE et le fer>?®

. Dans un modeéle murin diabétique
induit par la streptozotocine et le nicotinamide, une supplémentation en fer (sous forme de
citrate ferrique) était délivrée afin d'étudier le lien entre administration de fer, AGE et RAGE.
Une supplémentation de plus d'un gramme par jour induisait une stéatose hépatique, ainsi
qu’une accumulation hépatique d'AGE et I'augmentation de I'expression hépatique de RAGE

ainsi que des voies p38MPK et NFkB.

Afin de préciser les conséquences phénotypiques de cette liaison, nous avons travaillé sur
une lignée de souris RAGE™. L'expression de RAGE étant hétérogéne entre les organes, nous
avons choisi d'étudier, en plus de I'étude du rein, le poumon, organe exprimant le plus
fortement RAGE a I'état basal®*®. Ainsi, nous avons pu observer que l'invalidation de RAGE
avait un effet protecteur envers I'heme au niveau pulmonaire, avec une moindre
augmentation de l'expression du facteur tissulaire, d'IL1B et de TNFa. Nos données sur
I'étude des voies communes de signalisation de RAGE et de I'heme retrouvaient chez les
souris RAGE”" une plus faible phosphorylation des voies ERK1/2 et Akt, sous exposition a
I'heme. L'implication de RAGE dans la phosphorylation de ces deux voies de signalisation est

bien décrite dans la littérature. La phosphorylation de ERK a été décrite via HMBG1*? et

403

avec l'utilisation d'AGE™", induisant NFkB. L'activation de la voie PI3K/Akt/mTOR a été

416

décrite sur des macrophages murins par l'intermédiaire des AGE™"" ainsi que sur des cellules
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rénales mésangiales*’. Cette up-régulation de Akt par RAGE demeure controversée pour
certaines équipes’® %, Ainsi, nos résultats tendent 3 confirmer I'hypothése d'une up-
régulation de Akt. D'autres voie de signalisation activées par RAGE pourraient étre étudiées
dans notre modele, afin de renforcer la robustesse de nos arguments, telles I'expression de

Diaph1, I'activation de la PKC/TIRAP/Myd88 ou encore des MAPK/JNK.

L'induction de HO-1 par I'heme, mesurée en RTqPCR, était comparable entre les souris WT et
invalidées pour RAGE. Peu de données sont rapportées dans la littérature sur un lien entre
HO-1 et RAGE. Une équipe a retrouvé une surexpression de RAGE, HMGB1 et TLR4 dans un
modele murin d'ischémie/reperfusion rénale, paralléle a une baisse de marqueurs anti-
inflammatoires dont HO-1, son facteur de transcription NRF2, et IL10°?’. Le blocage de RAGE
par une molécule thérapeutique expérimentale, le FPSZM1, sur des cellules de microglie de

rats, menait a une élévation de I'expression de HO-1 et NRF2°%

. RAGE pourrait ainsi avoir un
effet proinflammatoire par l'inhibition de HO-1. De méme, HO-1 pourrait réguler RAGE,
comme le laisse supposer une étude sur un modele murin d'insuffisance respiratoire aigué
induite au LPS, ou le LPS augmentait significativement |'expression de RAGE et HMGB1 au
niveau pulmonaire. Un traitement par agoniste de PPARY (peroxisome proliferator-activated
receptor Y) supprimait les effets du LPS, réversait l'induction de HMGB1 et RAGE et
augmentait l'induction de HO-1. Un inhibiteur de HO-1, ZnPP, inhibait les effets protecteurs
de PPARY, suggérant ainsi que l'activation des PPARY inhiberait les lésions pulmonaires
induites par le LPS, en négativant les effets de RAGE et HMGB1 via l'induction de HO-1°%.
Sur ce méme modele d'inflammation pulmonaire aprés exposition au LPS, une équipe
démontrait qu'une activation des PPARY (par le curcuma) restaurait l'induction de HO-1 dans
les tissus pulmonaires de rongeurs et diminuait parallelement I'expression de HMGB1, RAGE,
TNFa, IL6 et TGFB dans ces tissus>°. Une autre équipe a publié récemment des travaux sur le
FPSZM1 dans les Iésions pulmonaires induites par la fumée de cigarette, démontrant que le
blocage de RAGE avait un r6le anti-inflammatoire et anti-oxydant en inhibant I'activation des
DAMP via la signalisation de NRF2>*!. Une balance RAGE/HO-1 pourrait étre une hypothese

intéressante dans la régulation de l'inflammation aigué, comme le proposaient Wang et al.

en 2013,
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Afin de poursuivre ce travail, notre laboratoire a mis au point une lignée de cellule HEK,
exprimant trés faiblement le RAGE a I'état basal, et transfectées avec RAGE. En effet, les
travaux préliminaires de notre équipe avec l'utilisation d'anticorps bloquant de RAGE ne se
sont pas révélés contributifs. Nous souhaiterions ainsi tester les effets de I'heme sur ces
cellules en les comparant aux cellules HEK non transfectées. Concernant la mise au point
d'un modele cellulaire, une autre voie possible consisterait en l'isolement de cellules
pulmonaires directement sur les souris WT et RAGE"/', et particulierement les pneumocytes

de type l.

Nous pensons ainsi avoir ouvert des perspectives de travail concernant le réle du RAGE dans
les maladies hémolytiques. Plusieurs questions restent en suspens, et en particulier celle de
la signification de cette liaison RAGE/héme, ces deux molécules étant toutes deux multi-
ligands. Cependant, nos controles avec le fragment Fc des immunoglobulines ou le récepteur

TLR4 étaient en faveur d'une liaison affine et spécifique.

Finalement, une de nos hypothéses de travail initiale était la suivante : la susceptibilité
glomérulaire endothéliale au SHUa passe-t-elle par le RAGE ? Bien que cet organe exprime
peu le RAGE a l'état basal, comme la plupart des organes, nous avons retrouvé une
augmentation de I'expression de RAGE dans le rein sous |'effet de I'heme, ainsi que dans le
coeur et la rate. Aussi, cette hypothése reste a explorer. Une possibilité serait la mise au
point d'un modele du SHUa, via l'utilisation par exemple d'un FH défaillant sur des souris

RAGE'/’, associé a un trigger de I'hémolyse.

Concernant le tropisme rénal du SHUa, nous avons choisi de nous concentrer sur des points
précis tels que le complément, I'hémolyse et le RAGE. D'autres pistes d'études sont
proposées dans la littérature, comme les particularités rhéologiques du rein : en effet, la
forme en pelote des capillaires glomérulaires engendre un "shear-stress" ou cisaillement,
cette contrainte laminaire régulant I'expression génique des CE, leur morphologie et la

533-535

production de médiateurs solubles tels que le NO . Pour certains auteurs, les lésions de

MAT seraient favorisées par les effets du shear-stress sur les CE>*®>*

. D'autre part, certaines
hormones ont été impliquées dans les lésions de MAT. L'aldostérone, par exemple,
impliquée dans I'HTA maligne, a été retrouvée plus élevée chez des patients avec lésions de

MAT>% || s'agissait d'une étude rétrospective sur 18 patients présentant une HTA maligne.
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L'aldostérone plasmatique des patients présentant une MAT biologique associée (44%)
avaient des taux plasmatiques d'aldostérone plus élevés que les patients non hémolytiques,
alors que I'activité rénine plasmatique était similaire entre les deux groupes. Les cestrogenes
ont également été incriminés®>, cette hypothése pouvant expliquer le lien entre SHUa et
grossesse, et la prédominance féminine a I'dge adulte. Ainsi, différents modeles cellulaires
pourraient étre proposés, tels que I'étude des cultures cellulaires en flux pour mimer le

shear-stress ou I'étude des différentes CE sous stimuli hormonaux.

En conclusion, ces différentes perspectives d'étude pourraient permettre d’améliorer encore
la connaissance des mécanismes physiopathologiques du SHUa et de préciser le role
nouveau de RAGE dans les maladies hémolytiques. L'amélioration de la compréhension
d'une pathologie permet d'améliorer sa prise en charge, comme I'a démontré I'exemple du
SHUa et de l'utilisation du bloqueur de la voie terminale du complément. L'intérét des

molécules anti-RAGE dans ces pathologies reste a démontrer.
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Titre de la thése : Etude du tropisme rénal du syndrome hémolytique et urémique atypique : susceptibilité
endothéliale glomérulaire a I'hnéme et découverte de RAGE comme un nouveau récepteur de I'heme

Mots clefs : cellules endothéliales, heme, microangiopathie thrombotique, récepteur aux produits de glycation
avancés, syndrome hémolytique et urémique

Le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) est une microangiopathie thrombotique
complément-dépendante dont ['atteinte majoritairement rénale reste, a ce jour, incomprise.
L'objectif de ce travail était d'améliorer la compréhension de ce tropisme d’organe au moyen de
deux axes d'étude : i) la susceptibilité de I'endothélium glomérulaire a I'némolyse, celle-ci étant a la
fois la conséquence des microthromboses dans le SHUa et un amplificateur de la voie alterne du
complément via I'heme libre, molécule issue des globules rouges lysés ; ii) le role potentiel du
récepteur aux produits de glycation avancés ou RAGE. Ce récepteur membranaire aux fortes
propriétés proinflammatoires et prothrombotiques a en effet été impliqué dans de nombreuses
pathologies rénales, et sa liaison au C3a - anaphylatoxine libérée dans I'activation du complément - a
été rapportée par une équipe.

La premiere partie de ce travail a visé a expliquer la vulnérabilité de I'endothélium glomérulaire sous
I'effet d'une hémolyse. Nous avons étudié plusieurs types de cellules endothéliales exposées +/- a
I'héme, et mis au point un modele murin traité par de I'néme. En conditions hémolytiques, plusieurs
facteurs pouvant participer a cette susceptibilité endothéliale glomérulaire ont ainsi été mis en avant
: i) une moindre liaison du facteur H, principal régulateur du complément, a sa surface ; ii) une faible
expression de la thrombomoduline, protéine de la coagulation et régulatrice du complément ; iii) une
faible expression de I'enzyme principale de dégradation de I'héme, I'héme-oxygénase 1. Ces deux
derniers points étaient rattachés a une faible induction endothéliale glomérulaire de leurs facteurs
de transcription, KFL2 et KLF4.

La seconde partie de ce travail s'est concentrée sur le RAGE. N'ayant pas réussi a reproduire
I'interaction RAGE/C3a, nous avons exploré I'hypothése d'une liaison du RAGE a I'héme. En effet, le
seul récepteur endothélial connu jusqu'a présent est le Toll Like Receptor 4 (TLR4), qui partage
plusieurs ligands communs avec le RAGE (LPS - lipopolysaccharide, HMGB1 - high—mobility group box
1). Nous avons découvert que le RAGE était un récepteur de I'héme, et identifié que le site de liaison
se trouvait sur le domaine V. A l'aide d'un modéle murin invalidé pour le RAGE et traité +/- par
I'héme, nous avons mis en évidence que : i) I'invalidation de RAGE avait un effet protecteur en cas
d’exposition a I'héme, marqué par une diminution de I'expression de genes de l'inflammation (IL1pB,
TNFa) et du facteur tissulaire au niveau pulmonaire, organe exprimant le plus fortement RAGE ; ii)
I'heme activait la phosphorylation des voies ERK1/2 et Akt via le RAGE.

Par ces travaux, nous avons précisé les liens entre activation du complément, hémolyse et
susceptibilité endothéliale glomérulaire dans le SHUa. Parallelement, nous avons identifié le RAGE
comme un nouveau récepteur a I'heme, dont la liaison a ce récepteur activerait différentes voies de
signalisation de l'inflammation. Le contréle de I'heme et du RAGE pourrait ainsi constituer de
nouvelles voies thérapeutiques dans le SHUa et les maladies hémolytiques.
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