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PREAMBULE

A travers son interaction avec le récepteur minéralocorticoide (RM), I'aldostérone est connue
pour son rble dans I’homéostasie du sodium et de I'eau au niveau de I'épithélium rénal.
Cependant le RM est exprimé dans une grande variété de tissus, et par conséquent est
impliqué dans différentes fonctions telles que : la fonction cardiovasculaire, la signalisation
immunitaire et la différentiation des adipocytes. De nombreuses études ont révélé le role
pathologique du RM notamment en démontrant que son blocage réduit la mortalité et la
morbidité chez des patients souffrant d’insuffisance cardiaque. De méme, l'inhibition du RM
permet une réduction de la protéinurie chez des patients atteint d’insuffisance rénale. Notre
équipe a identifié une nouvelle cible du RM dans les pathologies cardiovasculaires appelé
Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL). Cette protéine captatrice d’ion ferrique, a
été mis en évidence pour son implication dans les pathologies cardiovasculaires et rénales. Ce
travail a pour but d’étudier le role du RM et de NGAL dans le développement des Iésions

cardio-rénales induites par l'insuffisance rénale chronique.
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l. INTRODUCTION



1. Le récepteur minéralocorticoide : Définition, Physiologie et
Physiopathologies
1.1. Structure du récepteur minéralocorticoide : Du géne a la protéine
Le récepteur minéralocorticoide (RM) a été caractérisé la premiére fois au début des
années 70 dans le rein2, Ce récepteur est codé par le géne NR3C2 (Nuclear Receptor sub-
family 3 group C member 2) et appartient a la famille des récepteurs nucléaires, plus
précisément a la famille des récepteurs stéroidiens dont font partie les récepteurs de la
progestérone, des androgénes, cestrogénes et des glucocorticoides (RG)3. Le RG comme le
RM, agissent comme des facteurs de transcription lorsqu’ils sont activés par la liaison avec

leur ligand.

Situé sur le chromosome 4 chez ’'Homme?, le géne NR3C2 a une taille de 450 kilobases
et est composé de dix exons séparés par huit introns>®. Comme l'illustre la Figure 1, les deux
premiers exons (1a et 1) sont non-codants tandis que les huit autres exons codent pour une
protéine de 984 acides aminés (978 chez la souris) d’'une masse moléculaire de 107 KDa.

Le RM possede trois domaines fonctionnels majeurs :

- unerégion N-terminale (RNT) contenant des domaines d’activation de la transcription
(AF): AF-1a (résidu 1-167) et AF-1b (résidu 445-602)"8. Cette région comprend
également un domaine inhibiteur central (résidu 163-437) suffisant pour atténuer la
force de transactivation globale du RNT. Pris ensemble, ces trois domaines recrutent
différents co-régulateurs modulants I'activité transcriptionnelle du RM de maniere
plus sélective comparé aux autres récepteurs stéroidiens®.

- un domaine central de liaison a ’ADN (DLA) permettant au RM de reconnaitre des
séquences cibles spécifiques ou des éléments de réponses hormonaux (HRE, Hormone
Response Element). Ce domaine codé par les exons 3 et 4, est composé de 66 acides
aminés. Cette région comprenant deux motifs en doigt de zinc permet la liaison a I’ADN
et la dimérisation du RM.

- en position C-terminal, un domaine de liaison du ligand hormonal (DLL) s’étend sur
251 acides aminés. En plus de son role permettant l'interaction entre le RM et son
ligand, le DLL interagit avec les protéines chaperonnes qui retiennent le récepteur dans

le cytoplasme de la cellule!®. Cette région contient également un domaine d’activation
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de la transcription (AF-2) servant de plateforme d’accueil pour les co-régulateurs
transcriptionnels!'12,
La complémentarité de ces différents domaines permet au RM de jouer son role de facteur de

transcription une fois activé par ses ligands.

Protéine

984

)

Figure 1 : Structure du récepteur minéralocorticoide humain
RNT : région N-terminale ; DLA : domaine de liaison a I’ADN ; DLL : domaine de liaison du ligand ; AF :
domaine d’action de la transcription. (Adapté de Viengchareun et al.).

1.2. Ligands du récepteur minéralocorticoide : Aldostérone vs Glucocorticoides
Le RM a deux types de ligands physiologiques : I'hormone minéralocorticoide
(aldostérone) et les hormones glucocorticoides (cortisol chez I’'THomme ou corticostérone chez

le rongeur).

1.2.1. Hormone minéralocorticoide : I’aldostérone

L’aldostérone est une hormone stéroidienne de la classe des minéralocorticoides,
synthétisée a partir du cholestérol dans la zone glomérulée des glandes surrénales.
L’aldostérone est le dernier effecteur du systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA)
connu pour son role clef dans la régulation du volume extracellulaire, de I’homéostasie

hydrosodée et de la pression artérielle.

Le SRAA peut étre imagé comme une cascade de réactions dont le premier acteur est
la rénine. La rénine une enzyme synthétisée par les cellules juxtaglomérulaires du rein en
réponse a une diminution de la perfusion rénale. Comme le montre la Figure 2, la rénine clive

I’'angiotensinogene hépatique pour former I'angiotensine I. A son tour, I'angiotensine | est

23



clivée par lI'enzyme de conversion de |'angiotensine (ECA), sécrétée par I'épithélium
pulmonaire, conduisant a la formation de I'angiotensine Il. L’angiotensine Il, connue pour étre
un vasoconstricteur puissant, induit une augmentation d’expression de I'aldostérone synthase

(CYP11B2) aboutissant a la production d’aldostérone par les glandes surrénales.

Foie Poumons Vasoconstriction ™

Angiotensinogéne

Angiotensinogéne === Angiotensine | =====p Angiotensine Il ==P> mm

T Pression artérielle

Rétention d’eau
et réabsorption de sel

\4
Rénine 1
mm 4 ———) Aldostérone

Reins Glandes surrénales

Figure 2 : Systeme Rénine-Angiotensine-Aldostérone
ECA : Enzyme de conversion de |'angiotensine.

1.2.2. Hormones glucocorticoides

Comme pour I'aldostérone, les hormones glucocorticoides (cortisol pour 'Homme et
corticostérone chez les rongeurs) sont des hormones stéroidiennes synthétisées a partir du
cholestérol dans la glande surrénale (dans la zone fasciculaire et réticulaire du cortex
surrénalien). Les glucocorticoides se fixent a leur récepteur spécifique RG. Cependant ils sont

également capables de se lier au RM et d’induire les voies de signalisation en aval.

Il est important de noter que la concentration plasmatique des glucocorticoides est
100 a 1000 fois supérieure a celle de l'aldostérone. De plus, l'aldostérone et les
glucocorticoides peuvent se lier au RM avec une affinité similaire (constante de dissociation,
Kd = 0.5-2nM)*4. Dés lors, les glucocorticoides devraient saturer le RM bloquant ainsi les effets
de l'aldostérone. Afin de permettre a I'aldostérone de remplir son role, des mécanismes de

sélectivité interviennent!.
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1.2.3. Sélectivité enzymatique : la 113-HSD2

Le principal mécanisme de sélectivité minéralocorticoide est dépendant de I'activité
d’une enzyme : la 11-B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11B-HSD2)'*. En effet,
cette enzyme est capable de transformer le cortisol (chez I’'Homme) ou la corticostérone (chez
les rongeurs) en cortisone ou déhydrocorticostérone, possédant une faible affinité pour le
RM16718 13 11B-HSD2 permet a I'aldostérone de se lier au RM malgré sa faible concentration

plasmatique. Ainsi en absence de la 113-HSD2, le RM sera occupé par les glucocorticoides.

La co-localisation du RM et de la 11B-HSD2 est donc essentielle a I'activité de
I'aldostérone via son récepteur. Cependant la co-localisation, dans la méme cellule, entre le
RM et la 11B-HSD2 est absente dans de nombreux tissus non-épithéliaux. Des lors, d’autres
mécanismes de sélectivité sont alors présents pour permettre a I'aldostérone de se lier a son

récepteur.

1.2.4. Autres mécanismes de sélectivité minéralocorticoide

La transcortine est une globuline qui lie 80-90% des glucocorticoides circulants. Cette
protéine a été impliquée dans le processus de sélectivité minéralocorticoide!®. L’utilisation de
souris ayant une délétion pour le gene codant de la transcortine sont résistantes aux effets de
I'aldostérone induits par un régime pauvre en sel. En effet, I'absence de transcortine induit
une augmentation de glucocorticoides libres dans le plasma favorisant leur liaison au RM et

inhibant ainsi les effets de I'aldostérone?°.

Le RM possede des propriétés intrinseques permettant de discriminer I'aldostérone et
les hormones glucocorticoides. L’étude de la cinétique d’interaction entre le RM et ses ligands
révele que l'interaction entre I'aldostérone et le RM a une durée de vie prolongée comparée
au complexe glucocorticoides/RM?%. De plus, la transactivation du RM est plus efficace en
présence d‘aldostérone qu’en présence de glucocorticoide®: la dose d’aldostérone
permettant l'activation du RM est 100 fois inférieure a celle des glucocorticoides. La
dimérisation du RM serait également impliquée dans la sélectivité minéralocorticoide??.
L'hétérodimérisation entre le RM et le RG aurait un effet synergique dans I'activation de la

transcription.
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1.2.5. Activations non classiques du récepteur minéralocorticoide

Nous avons vu que I'aldostérone et les glucocorticoides activent le RM. Cependant, a
partir de cellules HEK 293 (human embryonic kidney) transfectées avec le RM, il a été montré
que la protéine Racl (appartement a la famille Rho GTPasique) est également capable
d’activer le RM en présence ou en absence d’aldostérone?3. Racl est activée par divers
facteurs tels que le stress mécanique, le régime riche en sel, le stress oxydatif ou directement
par des cytokines (IFNa et IFNB)?4?. Le réle de Racl dans les pathologies cardiovasculaires a
été évalué. En effet, apres une premiere étude montrant que I'activation du RM par le stress
oxydatif est dépendante de Rac1?®, le groupe dirigé par Fujita T a montré que la délétion
hétérozygote de Racl dans les cardiomyocytes limite la dysfonction et I’hypertrophie
cardiaque induite par un modéle d’hypertension artérielle?®. Dans un modéle d’insuffisance
rénale aigue (IRA), notre laboratoire a démontré que l'inactivation de Racl dans les cellules
musculaires lisses (CML) protége des lésions et de la dysfonction rénale, induites par

Iischémie/reperfusion (IR)?°.

1.3. Physiologie du récepteur minéralocorticoide : Réabsorption de sodium
A travers son interaction avec le RM, 'aldostérone est connue pour son role dans
I’hnoméostasie du sodium (Na*) et de I'eau au niveau de I'épithélium rénal. Cependant le RM
est exprimé dans une grande variété de tissus, et par conséquent est impliqué dans différentes
fonctions telles que: la fonction cardiovasculaire, la signalisation immunitaire et la

différentiation des adipocytes.

1.3.1. Mécanisme d’action du récepteur minéralocorticoide

Le RM agit comme un facteur de transcription lorsqu’il est lié avec son ligand. Quand
le ligand n’est pas fixé au RM, le récepteur est maintenu dans une conformation inactive dans
le cytoplasme (Figure 3). Cette conformation inactive est assurée par l'interaction du RM avec
des protéines chaperonnes telles que heat shock protein 90 (hsp90) et FK506-binding protein
51 (FKBP51)39-32,

L'interaction du RM avec son ligand (lI'aldostérone en particulier) induit un
changement de conformation, conduisant au recrutement de FKBP52 et permettant au

complexe RM/hsp90/FKBP52 d’étre internalisé dans le noyau de la cellule3334,
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Une fois dans le noyau, les protéines chaperonnes hsp90 et FKBP52 se dissocient du RM
conduisant a la dimérisation du récepteur et a son adressage a I'’ADN sur ses régions
spécifiques HRE. Dés lors, des protéines co-régulatrices telles que steroid receptor coactivator
(SRC1)3°738 et histone acetyltransferase p300/CRER-binding (p300/CBP)’, ainsi que d’autres
facteurs de transcription sont recrutés 3°%'. La coopération entre ces différents acteurs

permet la décompaction de la chromatine et la transcription des génes cibles?3.

Aldostérone ° o

S
L UAT A

Figure 3 : Mécanisme d’action du RM

RM : récepteur minéralocorticoide ; hsp90 : heat shock protein ; FKBP : FK506-binding protein ; SRC1 :
steroid receptor coactivator; p300/CBP : histone acetyltrasnferase p300/CRER-binding; HRE :
hormone response element. (Adapté de Yang & Fuller)*.

1.3.2. Effets génomiques du récepteur minéralocorticoide dans I’épithélium rénal

Au début des années 50, il a été montré que I'aldostérone diminue I'excrétion de Na*
et augmente I'excrétion de potassium (K*) 443, En se fixant sur le RM, I'aldostérone participe
a 'homéostasie ionique en induisant la transcription de génes codant pour des protéines

responsables du transport d’ions a travers la cellule.

1.3.2.1. Rdle du récepteur minéralocorticoide dans le tubule contourné distal

Le néphron rénal est composé de différents segments permettant la réabsorption des
différents électrolytes (Na*, K*, CI'). Cette réabsorption s’effectue principalement dans la
partie distale du néphron et plus précisément au niveau du tubule contourné distal (TCD) et
du canal collecteur (CC). Ces deux segments sont tapissés de cellules exprimant divers

transporteurs et canaux permettant le transport de ces ions a travers I'épithélium rénal.
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Le TCD régule la réabsorption de Na* via le co-transporteur Na*/Cl- (NCC) présent sur
la membrane apicale des cellules. Le TCD se divise en deux segments : TCD1 et TCD2. Bien que
le RM soit exprimé dans ces deux segments, la co-expression du RM et de la 113-HSD2 est
uniqguement identifiée dans le TCD2%. ’activation du NCC par I'aldostérone a été caractérisée
a la fin des années 90*%. Depuis, il a été montré que la régulation du NCC s’effectue par
I’activation des sérines thréonines kinases (WNK). WNK1, WNK3 et WNK4 sont associées au
trafic, a la phosphorylation et a l'ubiquination de NCC via Nedd4-2 (neutral precursor cell-
expressed developmentally downregulated gene 4-number 2)4~%°, La transcription de SGK1
(serum and glucocorticoid-regulated kinase 1), une cible du RM, joue un role essentiel dans
I’'homéostasie sodique. SGK1 phosphoryle I'ubiquitine ligase Nedd4-2 conduisant a son
inhibition. Ainsi, il a été suggéré que I'aldostérone, via SGK1, pourrait réguler I'activation de
NCC par l'inhibition de Nedd4-2°°. De plus, SGK1 induirait I'activation de WNT1 conduisant a
la phosphorylation de SPAK/OSR1 (Ste20-like proline alanine rich kinase / oxydative stress

response kinase 1) qui active NCC (Figure 4)>*.
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Figure 4 : Role du RM dans les cellules du tubule contourné distal 2

NCC : co-transporteur Na*/Cl"; WNK1 : lysine deficient protein kinase 1 ; SPAK/OSR1 : Ste20-like
proline alanine rich kinase / oxydative stress response kinase 1 ; SGK1 : serum and glucocorticoid-
regulated kinase 1 ; Nedd4-2 : neutral precursor cell-expressed developmentally downregulated gene
4-number 2 ; 11p3-HSD2 : enzyme 11-B-hydroxystéroide déshydrogénase de type 2.
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1.3.2.2. Roéle du récepteur minéralocorticoide dans le néphron distal
Le RM et la 11B3-HSD2 sont fortement exprimés dans les cellules principales du CC.
Dans ces cellules, une des cibles génomiques du RM est le canal sodium épithélial (ENaC)
présent dans les cellules principales du canal collecteur du rein®2. Le canal ENaC est composé
de différentes sous unités (a, B et y) formant un hétérodimere adressé sur la membrane
apicale des cellules épithéliales®®>4. Au niveau de I'épithélium rénal, cette orientation permet
la réabsorption de Na* urinaire vers l'intérieur de la cellule, et de Ia, vers le compartiment

interstitiel (Figure 5).

Le RM transcrit également des génes codant pour la pompe ionique ATPasique Na*/K*
(Na*/K* ATPase) exprimée sur la membrane basale des cellules épithéliales. Cette pompe
permet I'’échange de trois ions Na* a I’extérieur de la cellule contre deux ions K* rentrant dans
le milieu intracellulaire. S’effectuant contre le gradient de concentration, ce processus
nécessite la consommation d’énergie sous la forme d’adénosine triphosphate (ATP)
métabolisée en adénosine diphosphate (ADP)*>. Les ions K* entrés dans la cellule, ressortent
du coté apical en passant par le canal potassique ROMK (renal outer medullary pottasium

channel).

Comme pour le TCD, l'activation du RM conduit a la transcription de SGK1 dans les
cellules principales du CC. L'inhibition de Nedd4-2 par SGK1 empéche I'adressage de ENaC
vers le protéasome®®=>°. De plus, la glucocorticoid-induced leucin zipper protein (GILZ) est
également un médiateur des effets du complexe RM/Aldostérone participant au maintien du
canal ENaC a la membrane apicale des cellules épithéliales. Il a été montré que GILZ participait
au transport de Na* en inhibant ERK (extracellular signal-regulated kinase) qui, sous sa forme
active, participe a la dégradation de ENaC®. Plus récemment il a été montré que le
recrutement de SGK1 par GILZ prévient |'ubiquitination de SGK1 et augmente méme sa demi-

vie®l,

Le RM est donc impliqué directement ou indirectement dans la réabsorption de Na*
depuis 'urine vers le sang. Ce transport d’ions sodiques est accompagné par un flux d’eau
entrainant une modification de la volémie et par conséquent une variation de la pression

artérielle systémique®.
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Figure 5 : Role du RM dans les cellules principales du canal collecteur

ENaC : canal sodium épithélial ; GILZ : glucocorticoid-induced leucin zipper protein ; ERK : extracellular
signal-regulated kinase ; Na*/K* ATPase : pompe ionique ATPasique Na*/K*; ROMK : renal outer
medullary potasium channel ; AD(T)P : adénosine di(tri)phosphate ; K* : potassium ; Na* : sodium.

Bien que les cellules principales soient majoritaires dans le CC, un autre type de cellules
est présente dans ce segment du néphron, il s’agit des cellules intercalaires. Ces cellules se
divisent en trois sous types (a, B et non-a/B). Les cellules intercalaires a expriment une pompe
ionique H* et I'échangeur CI'/HCOs respectivement présents sur la membrane apicale et
basale de la cellule. A l'inverse, les cellules intercalaires B expriment une pompe ionique H* et
I’échangeur CI'/HCO3 (pendrine) respectivement présents sur la membrane basale et apicale
de la cellule. Enfin les cellules intercalaires non-a/B sont caractérisées par I'expression de la
pendrine et de la pompe ionique H* sur la phase apicale de la cellule.

Comme vu précédemment |’activation de ENaC crée un gradient électrochimique conduisant
a l'excrétion de K*. Cependant, la réabsorption de CI, via la pendrine, par les cellules
intercalaires B est également une possibilité afin de rétablir I'équilibre

électrophysiologique®-%4,

Comme pour les cellules principales, le RM est exprimé par les cellules
intercalaires®>. De plus il a été montré que I'aldostérone conduit a une augmentation de
I’expression de pendrine dans les cellules B®’. Cette méme étude montre que I'invalidation
génétique de la pendrine prévient I'hypertension induite par le traitement de souris par la

désoxycorticostérone (DOCA).
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La phosphorylation du RM a été étudiée et prés de 16 sites de phosphorylation ont été
identifiés®®. Les études se sont focalisées sur la phosphorylation du résidu S843 qui a été
rapporté comme étant le site de responsable de la différence de sélectivité entre le RG et le
RM®°. La forme phosphorylée du RM sur le site S843 a été uniquement identifiée dans le
cytoplasme des cellules intercalaires B. Il a notamment été observé que I’hypotension et
I’hypokaliémie contribuent a la déphosphorylation du RM au site S843%. Shibata et al. ont
également indiqué que la déphosphorylation du RM était dépendant de sa liaison a
I’aldostérone, conduisant a une augmentation de |‘expression de la pendrine et de la pompe
ionique H* dans les cellules intercalaires B (Figure 6). Plus récemment, il a été montré que la
délétion du RM dans les cellules intercalaires prévient I'augmentation d’expression de la
pendrine induite par I'angiotensine 11’°. De plus, I'inhibition de la voie de signalisation
RM/pendrine contribue a la diminution de la pression artérielle. Pris ensemble, ces résultats
montrent que le RM exprimé par les cellules intercalaires participe également a la régulation

de la pression artérielle.
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Figure 6 : Role du RM dans les cellules intercalaires B du canal collecteur
P : phosphorylation du RM au site S843 ; H" ATPase : pompe ionique ATPasique H*
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Pour résumer, le RM est directement impliqué dans la réabsorption de Na* en

favorisant I'activation de ENaC et de NCC, présent respectivement a la membrane apicale des

cellules principales du CC et des cellules épithéliales du TCD2 (Figure 7).
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Figure 7 : Implication du RM dans la réabsorption de Na* a travers le néphron distal
(Adapté de Shibata)>®

1.3.3. Effets non génomiques du récepteur minéralocorticoide

Les effets génomiques de |'aldostérone nécessitent un certain temps afin de permettre
la transcription des génes cibles et la traduction des ARN messagers en protéines.
Depuis qu’il a été montré que des bloqueurs de la synthése protéique (actinomycine D et
cycloheximide) n’étaient pas capables de bloquer tous les effets de I'aldostérone sur
I’échangeur Na*/H* dans des leucocytes mononucléaires humains, I'hypothése d’un
mécanisme d’action non-génomique de l'aldostérone a émergé’t’3. Les effets non-
génomiques de l'aldostérone déclenchent rapidement des cascades de signalisation ou la
régulation de transport d’ions et de protéines kinases. En effet, les effets rapides de
I’aldostérone participent a la production de NADPH, ERK, JNK et PKC’#~77. Physiologiquement
ces effets non-génomiques sont également capables d’induire une augmentation du calcium
et de changer le pH intracellulaire’®. Des études montrent que ces effets non-génomiques

pourraient toutefois étre dépendants du RM7°8! |ocalisé a proximité de la membrane

cytoplasmique®?8, Cependant, d’autres études ont montré que les effets rapides de
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I'aldostérone (activation de la voie ERK, apoptose, contraction des cellules musculaires lisses
vasculaires CMLV) pouvaient étre médiés par le récepteur couplé aux protéines G 30

(GPR30)85-%7.

1.4. Antagonistes du récepteur minéralocorticoide : Stéroidiens vs non stéroidiens
Les effets bénéfiques de I'administration d’antagonistes du récepteur
minéralocorticoide (ARMs) sont largement décrit dans diverses pathologies et seront abordés

plus tard dans ce manuscrit.

Il existe deux familles d’ARMs, les ARMs stéroidiens et les ARMs non stéroidiens.
Historiquement les ARMs stéroidiens ont été les premiers a étre découverts et testés afin de
limiter les effets délétéres de la sur-activation du RM dans de nombreuses pathologies. Parmi
les ARMs stéroidiens, la spironolactone (ARM de premiére génération) a été le premier ARM
a étre autorisé par la FDA (Food and Drug Administration) a étre commercialisé pour lutter
contre I'hyperaldostéronisme et I'hypertension artérielle. Des 1966, une étude clinique
montre que I'administration de cette molécule réduit la pression artérielle chez des patients

souffrants d’hypertension®s.

1.4.1. Antagonistes stéroidiens

La spironolactone se lie au RM avec une forte affinité et le déstabilise, 'empéchant
ainsi d’interagir avec ses co-régulateurs®>°. En ayant la capacité de se lier aux récepteurs a la
progestérone et aux androgenes, la spironolactone est connue pour avoir des effets
secondaires non désirables tels que la gynécomastie, des troubles du cycle menstruel et de

I'impuissance.

Les recherches sur les ARMs se sont alors portées sur la modélisation d’'une molécule
qui serait plus spécifique au RM afin de ne pas reproduire les effets secondaires liés a
I'administration de spironolactone. L'eplerenone (ARM de seconde génération) a été
synthétisé et a également démontré sa capacité a déstabiliser la conformation du RM®%%3,
L'eplerenone est plus spécifique au RM que la spironolactone, mais a une moins bonne affinité
pour le récepteur conduisant a une moins bonne efficacité®®. De plus, une fois métabolisée, la

spironolactone a de nombreux métabolites actifs (canrenone, 7a-thiomethyl-spironolactone
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et 6B-hydroxy-7a-thiomethyl-spironolactone) allongeant par conséquent sa demi-vie (entre
13 et 17 heures)®>®® alors que I'eplerenone a une durée de demie vie de 4 heures®. Par
conséquent, I'administration de I'eplerenone doit étre plus fréquente et a une dose plus

élevée pour avoir un effet bénéfique similaire a la spironolactone.

La prescription des ARMs dans certaines pathologies telles que I'insuffisance cardiaque
(IC) et/ou une insuffisance rénale est contre indiquée. Ceci est lié au risque de développer une
hyperkaliémie (concentration de K* > 5.5 mmol/L) qui est corrélée avec une augmentation de
la mortalité de patients. En effet, il a été évalué que le risque de développer une hyperkaliémie
était de 41.4% des patients souffrants d’IC traités avec 50 mg de spironolactone (13.5% pour
25 mg de spironolactone) et également de 11% chez des patients recevant 50 mg
d’eplerenone®®9, Dés lors, la recherche s’est portée sur une troisiéme génération d’ARMs qui
pourraient combiner I'efficacité de la spironolactone et la spécificité de I'eplerenone tout en

évitant le risque de développer une hyperkaliémie.

1.4.2. Antagonistes non stéroidiens

De nombreux ARMs non stéroidiens sont d’ores et déja a I'étude avec des résultats
précliniques encourageants. En effet, le PF-03882845 et le DSR-71167 réduisent
respectivement le développement des lésions rénales et I'augmentation de la pression
artérielle tout en limitant le risque d’hyperkaliémie!®%191 Cependant nous allons nous
intéresser plus particulierement a un troisieme ARM non stéroidien utilisé dans mon travail

de thése : la finerenone.

La finerenone est une molécule synthétisée par Bayer qui a une efficacité supérieure
a la spironolactone et a I'eplerenone (concentration inhibitrice médiane de la finerenone :
ICso= 18 nM vs 24 et 990 nM pour la spironolactone et I'eplerenone respectivement) et
possede une sélectivité 500 fois plus importante pour le RM que pour les autres récepteurs
stéroidiens!®2. Il a été démontré que la finerenone est plus efficace que la spironolactone
pour retarder la translocation du RM dans le noyau induite par I'aldostéronel®. De plus, il a
été montré que la finerenone inhibe le recrutement de SCR1 qui est essentiel a la transcription
des genes cibles du RM (vu précédemment, paragraphe 1.3.1). Une étude a suggéré que le

risque d’hyperkaliémie serait moindre par le traitement a la finerenone du a la distribution de
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104 En effet, le finerenone serait distribuée de maniére

la molécule dans I'organisme
équivalente entre les reins et le cceur alors que I'eplerenone est 3 fois plus présente dans les
reins que dans le coceur. Ce méme article montre I'effet protecteur cardiaque et rénal de la
finerenone indépendamment d’une amélioration de la pression artérielle (avec 1 mg/kg de
finerenone) dans un modeéle de rats traités a la DOCA associée a un régime riche en sel
(DOCA/sel). Afin d’évaluer I'efficacité de la finerenone sur ’'Homme, différents essais cliniques

ont été réalisés et d’autres sont actuellement en cours et seront détaillés plus tard dans ce

manuscrit.

1.5. Physiopathologie du récepteur minéralocorticoide: Du rein au cceur, études
précliniques et cliniques.

L’étude des effets déléteres de I'aldostérone remonte aux années 40 avec une étude
montrant que la DOCA induit une néphropathie associé a une hypertrophie cardiaque chez
des poussins.1% Quelques années plus tard, le méme groupe a démontré les effets protecteurs
de lI'administration d’ARM (la spironolactone), dans les lésions cardiaques induites par

I’aldostéronel®.

1.5.1. Role du récepteur minéralocorticoide dans les pathologies rénales

C’est en 1964 que la présence d’une protéinurie a été décrite pour la premiére fois
chez 85% des patients atteints d’hyperaldostéronisme associé a une hypertensioni®’.
Cependant la présence de protéines dans les urines de ces patients a été attribuée aux
conséquences de |’hypertension. Une vingtaine d’années plus tard, il a été montré que
I’aldostérone était capable d’induire une protéinurie sans augmentation de la pression
artérielle dans un modéle de rat uninephrectomisé recevant de I'aldostéronel®®, Depuis, de
nombreuses études précliniques ont été publiées, utilisant différents modeles animaux afin

d’étudier les effets des ARMs dans des modeéles d’insuffisance rénale aiglie (IRA) et chronique

(IRC).

1.5.1.1.  Etudes précliniques
Dans un modele IR bilatérale rénale chez le rat, le traitement par la spironolactone en
amont de I'IR ou 3 heures apres la reperfusion est suffisant pour avoir un effet protecteur.

Cependant I'administration de spironolactone 6 heures apres la reperfusion ne prévient que
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partiellement les lésions rénales induites par I'IR19110 |es études de la tolérance et de
I'efficacité des ARMs de nouvelle génération (non stéroidiens) dans les pathologies rénales
ont d’ores et déja débuté. Récemment, une équipe a évalué I'effet d’un nouvel ARM non
stéroidien, I'esaxerenone (CS-3150), dans les lésions rénales induites par le diabéte!!!. Cette
étude montre que ce nouvel ARM est plus efficace que la spironolactone pour protéger des
[ésions rénales induite par un régime riche en sel chez des souris diabétiques. Dans |'étude
des effets des ARMs non stéroidiens, notre équipe a montré les effets protecteurs de la
finerenone dans un modele d’IR chez le rat : le traitement par cet ARM protege des Iésions

aiguies et prévient le développement d’une IRC induite par I'IR12,

Dans des modeles d’IRC associée a I’hypertension liée au sel, il a été montré que le
blocage du RM par I'eplerenone prévient des lésions rénales indépendamment de variation
de la pression artérielle!3. De maniére similaire, en utilisant des rats spontanément
hypertendus, développant de Iésions rénales et une protéinurie, Rocha et al. ont montré que
le traitement par la spironolactone prévient les dommages rénaux sans diminution de
I’hypertension!!4. Barrera-Chimal et al. ont étudié I'effet de la spironolactone (administrée
24H aprés I'IR sur une période de 5 ou 10 jours) sur la transition IRA/IRC chez le rat!!>. A I'issue
des 5 mois de suivi, la spironolactone administrée en post intervention sur une durée de 10
jours améliore la dysfonction rénale (protéinurie) associée a des lésions rénales (hypertrophie
des glomérules, fibrose interstitielle et glomérulaire) induites par I'IR. Les effets des ARMs ont
également été étudiés dans un modele d’obstruction urétéral unilatérale (OUU) démontrant
que le traitement par la spironolactone et par I'eplerenone conduit a une réduction de la
fibrose rénale, de l'inflammation, de l'infiltration de cellules immunitaires (macrophages,

monocytes) et une diminution du stress oxydatift16-118,

Qu’il s’agisse de modeles aiglis ou chroniques, les ARMs préviennent le
développement de la fibrose rénale, limitent la production de protéines impliquées dans le
remodelage tissulaire telles que collagene, fibronectine et TGFB et diminuent I’expression de

molécules proinflammatoires!?e119-122,
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Alors que les effets protecteurs des ARMs ont été démontrés pour limiter le
développement des lésions rénales, I'effet de linvalidation du RM dans des cellules
spécifiques est moins tranché. Dans un modele de dysfonction rénale induite par
I’'administration d’anticorps anti-GBM (glomerular basement membrane), la délétion du RM
dans les podocytes n’améliore ni I'albuminurie, ni les lésions rénales induites'?!. De maniére
similaire, I'invalidation génétique du RM dans les cellules endothéliales ne limite pas Ila
dysfonction les Iésions rénales induites par le modéle d’hypertension DOCA/sel*?3. Cependant,

I’absence du RM dans les CML prévient les |ésions rénales induites par I'IR%.

1.5.1.2.  Etudes cliniques

Au cours des deux dernieres décennies, de nombreuses études cliniques ont montré
les effets bénéfiques des ARMs chez des patients souffrants d’IRC. Deux articles publiés en
2014 et 2016, reprennent les résultats d’une vingtaine d’études cliniques réalisées
respectivement de 2002 a 2011 et de 2005 a 2014!241%5 Ces deux études montrent que
I’'administration d’ARMs associée avec des inhibiteurs de I'ECA (iECA) d’une part ou avec des
antagonistes du récepteur de I'angiotensine (ARA) améliorent la fonction rénale des patients
en IRC avec une diminution de la protéinurie. Sur une courte durée (90 jours), I’étude clinique
ARTS-DN a montré que la finerenone, associée a des iECA ou ARA, réduit également la
protéinurie (de maniére dose-dépendante) chez des patients souffrants de néphropathies
liées au diabéte!?®. Alors qu’aucunes données ne montrent d’effet protecteur des ARMs sur
le long terme, I’étude clinique FIDELIO-DKD en cours, cherche a établir I'effet du traitement
par la finerenone sur la progression de I'IRC de patients atteints de diabete de type 2 sur une

durée de 39 mois.

1.5.2. Role du récepteur minéralocorticoide dans les pathologies cardiaques
Au début des années 90, les travaux pionniers de Brilla et Weber ont démontré le réle
du RM dans la fibrose cardiaque indépendamment d’un effet lié a I’hypertension artérielle

chez le rat!?’.
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1.5.2.1. Etudes précliniques

Dés lors, de nombreuses études ont utilisé un modele de surcharge minéralocorticoide
(perfusion d’aldostérone ou de DOCA) associé a un régime riche en sel chez des animaux ayant
subi une uninéphrectomie (NAS ou DOCA/sel). Ce modéle d’hypertension conduit a une
hypertrophie rénale et cardiaque associées au développement d’une fibrose dans ces deux
organes. Le blocage du RM par des ARMs (spironolactone et eplerenone) conduit a une
amélioration de I'IC, du remodelage cardiaque, de l'inflammation et réduit le stress
oxydatif!?8130 plus récemment, Kolkhof et al. ont montré que la finerenone prévient
I’"hypertrophie cardiaque et la surexpression des peptides natriurétiques induites dans un
modeéle DOCA/sel'®. Une étude visant a comparer I'effet de la finerenone a celui de
I’eplerenone dans un modele de contraction aortique, indique que les souris traitées par
I’eplerenone ont une hypertrophie du ventricule gauche significativement plus importante

que le souris traités par la finerenone®3?,

Des modeles d’invalidation génétique du RM dans les cardiomyocytes ont montré une
amélioration de la fibrose cardiaque dans des modeles DOCA et d’infarctus du myocarde
(IM)132133_ Les cellules endothéliales et CMLV (cellules musculaires lisses vasculaires) jouent
un rble prépondérant dans la physiologie vasculaire et ont par conséquent un effet sur la
physiopathologie cardiaque. L'invalidation du RM dans les cellules endothéliales protege de
I'inflammation et du remodelage cardiovasculaire dans un modele d’obésité induit par un
régime riche en graisse!®*13%, 'implication du RM, exprimée par les CMLV, dans le remodelage

pathologique a également été démontrée dans un modele d’IM?*36,

1.5.2.2.  Etudes cliniques
En parallele des études précliniques démontrant les effets bénéfiques des ARMs et de
I'invalidation génétique du RM dans différents types cellulaires, de nombreuses études
cliniques ont également été réalisées afin de déterminer si I'administration des ARMs serait

bénéfique chez des patients souffrant de pathologies cardiaques.

La spironolactone a été le premier ARM a étre testé en chez des patients avec une IC
sévere. Cette premiere étude a démontré que la spironolactone induit une diminution de 30%

de la mortalité et de la morbidité des patients traités!3’. Suite aux effets secondaires non
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désirés de la spironolactone, une seconde étude clinique a été réalisée avec I’eplerenone, une
molécule beaucoup plus sélective au RM que la spironolactone. Cependant, du fait de sa faible
affinité pour le RM (40 fois moins importante comparée a la spironolactone), I'eplerenone
doit étre administré a plus forte dose afin d’obtenir un effet similaire!8. Ainsi I'eplerenone a
donc été administré dans deux essais cliniques, EPHESUS et EMPHASIS, incluant
respectivement des patients avec une dysfonction du ventricule gauche (a la suite d’'un IM)
puis des patients avec une forme modérée d’IC. Ensemble, ces deux études ont révélé les
effets bénéfiques de I'eplerenone en réduisant la mortalité et la morbidité des patients
traités!39140, Les effets bénéfiques des ARMs sont maintenant étudiés aux phases précoces de
I'IM (REMINDER)!, L’administration de spironolactone ou d’eplerenone améliore les
dysfonctions cardiaques chez des patients souffrant d’IM#+142_ Une étude clinique récente
s'est intéressée aux patients souffrant d’IC avec une fraction d’éjection préservée
(TOPCAT)3. A cause d’une forte variabilité géographique, ce dernier essai clinique ne montre
pas d’effet de la spironolactone sur la mortalité des patients en IC. En effet, une analyse post-
hoc de I’essai clinique TOPCAT a révélé que la cohorte des patients Russes et Géorgiens étaient
plus jeunes, avec moins de fibrillations auriculaires et présentaient un phénotype diabétique
moins prononcé!**, De plus, ces patients avaient une pression artérielle plus élevée.
L'ensemble de ces parameétres ne permet pas d’observer un effet significatif de la
spironolactone. Cependant, I’étude de la cohorte de patients américains montre que les déces
et hospitalisations liés a des problémes cardiovasculaires étaient réduits chez les patients

traités par la spironolactone.

Parmi ces études cliniques, peu se sont intéressées aux effets bénéfiques des ARMs
sur les pathologies cardiaques chez des patients souffrant d’IRC. En effet, les patients
souffrant d’IRC sont généralement exclus des études cliniques impliquant des traitements par
ARM lié au risque de développer une hyperkaliémie. Dans I'essai clinique EMPHASIS, il a été
montré que les patients en IRC traités par I'eplerenone présentaient une hyperkaliémie
conduisant a l'arrét du traitement!4>. Les ARMs restent sous-employés chez les patients
souffrant d’IC et d’autant plus lorsque I'IC est présente chez des patients également atteints
d’IRC1#6147 3lors que le bénéfice est démontré et que le risque de développer une

hyperkaliémie est contrélé si les patients sont correctement inclus et suivis.
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1.5.3. Implication du récepteur minéralocorticoide dans I'inflammation et la fibrose

Les lésions tissulaires induisent un processus inflammatoire essentiel a la régénération
du tissu lésé et au développement de la fibrose. Dans un premier temps, l'inflammation
participe au recrutement de cellules de lI'immunité innée (neutrophiles, basophiles,
éosinophiles, macrophages, cellules dendritiques) qui va tenter de « réparer » le tissu
endommagé. Cependant si I'état d’inflammation persiste (inflammation chronique), les
cellules du systeme immunitaire adaptatif (lymphocytes T, lymphocytes B) vont étre recrutées

au site de lésion tissulaire et contribuer au développement de la fibrose.

Les macrophages jouent un rbéle prépondérant dans le développement de
I'inflammation contribuant également a la fibrose. Le role du RM exprimé par les macrophages
a été étudié a I'aide de souris ayant une invalidation génétique du gene codant pour le RM
dans les macrophages (KO RM). A partir de modeles d’hypertension artérielle (DOCA/sel ou L-
NAME/sel associé a une uninéphrectomie), les souris KO RM macrophages ont une diminution
de l'infiltration de macrophages dans le coeur, associée a une diminution d’expression de
cytokines proinflammatoires (CCL5, TNFa, IL1B) et d’'une augmentation d’expression des
marqueurs des macrophages de type M2 (PPARy, ARG1, IL10, YM1, FIZZ1)*8151 |’invalidation
du RM dans les macrophages conduit a une réduction du dép6t de collagene dans le coeur des
souris KO RM macrophages. Ces différents éléments conduisent a une réduction de
I’hypertrophie cardiaque dans ces modeles d’hypertension chez les souris KO RM. A partir
d’un modele d’IRC induit par I'administration d’anticorps anti-GBM, Huang et al. ont montré
gue le KO RM macrophage prévient I'augmentation du collagéne et de la fibronectine et
partiellement celle de molécules proinflammatoires telles que TNFa, MCP1!21, Récemment,
nous avons montré dans un modele d’IRC induite par I'IR que l'invalidation du RM
macrophage réduit I'augmentation d’expression de protéines profibrotiques (fibronectine et
TGFB), limite le développement de la fibrose interstitielle rénale et prévient la dysfonction

rénale 1>2.

Les lymphocytes T CD4*sont essentiels au processus de remodelage tissulaire. En effet
ces cellules sont connues pour sécréter des cytokines participant directement au
développement de la fibrose. L'invalidation du RM dans ces cellules réduit l'infiltration des

cellules immunitaires (macrophages, neutrophiles et lymphocytes T) associée a une
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diminution d’expression de molécules proinflammatoires (IFNy, IL6) dans un modéle murin
avec constriction aortique®®3. Les souris KO RM dans les lymphocytes T CD4*présentent une
amélioration de la fraction d’éjection et une réduction de I'"hypertrophie cardiaque. Dans un
modele d’hypertension induite par I'angiotensine I, il a été montré que la délétion du RM
dans les lymphocytes T CD4* protége de I'’hypertrophie glomérulaire et de la fibrose rénale et

est associé a une diminution rénale de l'infiltration de macrophages et de lymphocytes T4,

Nous avons récemment proposé un schéma récapitulatif de la signalisation du RM
dans le développement de I'inflammation et de la fibrose incluant le réle central du stress
oxydatif (Figure 8)'>°. En effet, il y est suggéré que le RM favorise I'expression d’espéces
réactives a I'oxygéne (ROS) qui sont impliquées dans I'activation de la voie de signalisation NF-
kB conduisant a I'induction de cytokines proinflammatoires (IL6, TNFa, IFNy). De plus, comme
indiqué précédemment les ROS auraient un réle de « feedback » positif en activant le RM via

Racl, amenant a amplifier cette activation initiale.
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Figure 8 : Suggestion schématique du role du RM dans I'inflammation et la fibrose
(A partir de Buonafine et al.)*.
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1.5.4. Syndrome cardio-rénal

Le syndrome cardio-rénal (SCR) a été défini en 2008 par I'association des dysfonctions
cardiaques et rénales'®®'>’, Cette définition se divise 2 principaux groupes basés sur la
primauté de I'apparition de la pathologie cardiaque ou rénale : syndrome cardio-rénal et
réno-cardiaque. Ces deux groupes sont sous-divisés en fonction de I'atteinte aiglie ou

chronique des pathologies initiales. Pour résumer il y a 4 principaux sous-types de SCR :

SCR type 1 :IC aiglie conduit a une IRA

SCR type 2 : IC chronique conduit a une IRC

SCR type 3 : IRA conduit a une IC aigue

- SCRtype 4 : IRC conduit a une IC chronique
Un cinquiéme type de SCR (SCR type 5) est également présenté comme étant une dysfonction
conjointe du coeur et des reins dans un contexte systémique (diabéte, sepsis).
Nous allons essentiellement nous intéresser au SCR de type 4.
Le SCR de type 4 est lié aux complications cardiovasculaires présentes chez les patients
souffrant d’IRC. En effet, il existe une étroite relation entre I'IRC et 'augmentation des risques
cardiovasculaires: 50% des déces des patients en IRC sont liés a des évenements
cardiaques®®®. Afin de corréler ces données, une équipe a analysé le débit de filtration
glomérulaire de plus d’un million de patients n’ayant subi ni dialyse, ni transplantation rénale.
lIs sont arrivés a la conclusion que la diminution du débit de filtration glomérulaire étaient

corrélée avec une augmentation des événements cardiovasculaires!>.

C’est dans ce contexte qu’ont débuté notamment deux essais cliniques visant a étudier
les effets des ARMs sur les complications cardiovasculaires de patients en IRC. Le premier essai
clinique, ALCHEMIST, évalue l'effet de la spironolactone sur la mortalité et la morbidité
associées aux événements cardiovasculaires. Un second essai clinique (FIGARO-DKD), quant a
lui, étudie I'effet de la finerenone sur les complications cardiovasculaires de prés de 6400
patients atteints de néphropathie diabétique. Les résultats de ces essais cliniques sont

attendus en 2021.
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2. Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin : Une nouvelle cible du

récepteur minéralocorticoide
2.1. Identification de NGAL : Analyse transcriptomique
L'utilisation de modeles d’invalidation génétique ou le blocage pharmacologique du
RM (dans les modeéles animaux et chez I’'Homme) et le role délétére du RM dans de nombreux
contextes physiopathologiques est bien donc caractérisé. Afin de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires liés a I'activation du RM, de nouvelles molécules intervenant dans
la signalisation du RM ont été identifiées telles que la galectine 3, la cardiotrophine 1 et la

neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL).

A partir d’une analyse transcriptomique réalisée a partir d’échantillons de coeur
provenant de souris surexprimant le RM ou le RG dans les cardiomyocytes, notre laboratoire
a étudié I'expression des genes qui était uniquement modifiée par la surexpression du RM .
Parmi ces genes, notre équipe s’est particulierement intéressée au géne de la lipocalin 2 (Icn2
ou NGAL). Notre avons montré que le RM est capable de se lier aux séquences promotrices
de NGAL!®0. Cependant le RG peut également se fixer sur ces séquences. En traitant une lignée
cellulaire de cardiomyocytes (transfectés avec le RM) par de la corticostérone, notre équipe a
démontré que seul le blocage du RM parvenait a inhiber I'expression de NGAL. De plus, il a
été décrit que I'expression de NGAL est augmentée de 150 fois dans le cceur des souris
surexprimant le RM dans les cardiomyocytes alors que dans le coeur des souris surexprimant
le RG dans les cardiomyocytes, I'expression de NGAL n’est augmentée que de 5 fois'®. Ces
résultats suggerent que I'expression de NGAL dans les cardiomyocytes sous |'effet des

corticostéroides passe essentiellement par la voie de signalisation du RM

2.2. Du gene a la protéine NGAL : Définition et fonction
2.2.1. Lafamille des lipocalines
NGAL fait partie de la famille des lipocalines. Les différents membres de la famille des
lipocalines n’ont qu’une faible similarité de séquences d’acides aminées mais ils possedent
tous une structure tertiaire commune composée de 8 feuillets B antiparalleles liés entre eux

par des liaisons hydrogenes. Cette structure permet la liaison et le transport d’une grande
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variété de petites molécules lipophiles telles que le rétinol ou certaines molécules

odorantes!61.162,

2.2.2. Structure et expression de NGAL

Initialement purifié a partir de cellules rénales murines infectées par le virus SV40,
NGAL a été identifié comme une petite glycoprotéine de 25kDa'®. Chez ’'Homme, NGAL est
codé par le géne Icn2, composé de 7 exons et situé sur le chromosome 9. Une fois transcrit,
ce géne produit une protéine de 198 acides aminées'®4. Chez la souris le géne Icn2 est situé
sur le chromosome 2 et est composé de 6 exons. Ce gene code pour une protéine plus longue
que l'isoforme humaine cependant le NGAL humain et murin partagent 85% d’homologie dans

la composition d’acides aminées.

La structure de NGAL est composée de 8 feuillets B antiparalléles formant un tonneau
ouvert ou se situe son site de liaison au ligand (Figure 9A et B). Son site de fixation est polaire
et assez étendu pour pouvoir accueillir des protéines'®® En effet, NGAL présente la
particularité d’étre associé avec la métalloprotéinase matricielle 9 (MMP9). Chez ’'Homme, la
présence d’une cystéine sur le résidu 87 permet a NGAL d’interagir avec MMP9 en créant un
pont disulfure!®’. Cette association entre NGAL et MMP9 permet de stabiliser et de limiter la
dégradation de NGAL71%8 Cependant le résidu responsable de cette interaction est absent
chez les rongeurs, suggérant que le complexe NGAL/MMP9 n’existerai pas chez ces animaux
mais ceci est sujet a controverse. En effet, le complexe NGAL/MMP9 a été détecté in vitro
dans le surnageant de CML de rat traitées par I'lL1B et in vivo dans des plaques d’athérome
chez la souris dans un modeéle d’'IM!®917% Connaissant I'implication des MMPs dans le
remodelage tissulaire, NGAL est apparu comme un parfait candidat potentiellement impliqué

dans les lésions cardiaques et rénales modulées par le RM.

Etant une protéine sécrétée, la présence de NGAL peut é&tre évaluée dans le plasma
(70 ng/ml chez 'Homme et 100 ng/ml chez la souris)!’¥"173, |’élimination de NGAL se fait
essentiellement par la voie urinaire le rendant donc détectable dans les urines a une
concentration de I'ordre de 20 ng/ml. En réponse a des dommages tubulaires, I'expression de
NGAL est 1000 fois supérieure qu’en condition physiologique et est rapidement libéré dans le

plasma et dans I'urine, ce qui en fait un bon biomarqueur de lésions rénales!’#1’>, De plus,
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NGAL pourrait également servir de biomarqueurs chez des patients souffrants d’IC. En effet
des niveaux élevés de NGAL dans le plasma ont été corrélés avec une augmentation de la
mortalité de patients souffrants d’IC indépendamment de la présence d’une dysfonction
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Figure 9 : Structure de NGAL associé au complexe sidérophore/fer

Structure 3D de NGAL humain (A) et murin (B) représentant les 8 feuillets § antiparalléles et son site
de fixation associé au complexe sidérophore contenant un ion ferrique (sphére rouge). (C) Structure
du sidérophore associé a I'ion de ferrique. (A partir de Xiao et al. et Goetz et al.)**%78,

2.2.3. Régulation de NGAL

NGAL tire son nom de sa découverte dans le surnagent de neutrophiles humains
stimulés par le phorbol myristate acetate'®®'’°, Cependant, NGAL est exprimé par une grande
variété de cellules telles que les cellules rénales, endothéliales, CML, cardiomyocytes et par

certaines cellules immunitaires (neutrophiles, macrophages et cellules dendritiques)*’%179-183,

NGAL possede deux récepteurs : 24p3R et la mégaline. Le récepteur 24p3R a une forte
affinité pour NGAL et permet son internalisation dans la cellule. L’expression de ce récepteur
a été identifiée dans le cceur (a la surface des cardiomyocytes) et également dans le néphron
distal'®-186 La mégaline est reconnue pour étre le principal récepteur de NGAL puisque son
affinité pour NGAL est plus importante que pour d’autres lipocalines'®”. La mégaline est
exprimée par différents types cellulaires: cellules immunitaires (lymphocytes T et B,

granulocytes, macrophages), cardiomyocytes, et cellules épithéliales rénales&-19,

L’expression de NGAL est induite par de nombreux mécanismes proinflammatoires.
L'une des premieres études a indiqué que NGAL était surexprimé dans le cartilage et dans les
chondrocytes stimulés au lipopolysaccharride (endotoxine proinflammatoire)'®l. Depuis, la

régulation de NGAL est largement étudiée dans les processus inflammatoires. Ainsi, il a été
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montré que le traitement des adipocytes (lignée 3T3 L1) par les cytokines proinflammatoires
IFNy et TNFa, induisent respectivement I'expression de NGAL via les voies de signalisation
STAT1 et NF-kB%2, La voie de signalisation MAPK est également impliquée dans I'expression
de NGAL. En effet, I'inhibition de p38 et ERK1/2, conduit a I'inhibition d’expression de NGAL
par des cellules rénales stimulée par I'IL1B*%3. Enfin, une autre étude a également montré que
Iinhibition de la voie ERK1/2 prévient la formation du complexe NGAL/MMP9 induite par

I’aldostérone dans des neutrophiles humains!®4,

Alors que le niveau d’expression de NGAL peut étre régulé par les différentes voies de
signalisation énumérées jusqu’a présent, NGAL peut également participer a la régulation
d’expression de genes proinflammatoires et profibrotiques via ces mémes voies de
signalisation. Le traitement de cellules épithéliales par NGAL induit I’activation de la voie
ERK1/2%%. Dans des neutrophiles, NGAL est capable d’induire I'expression de cytokines telles
que IL6 et TNFa et d’avoir un effet chemoattractant dépendant de I'activation de ERK1/2 et
p381%. Nous avons également montré que NGAL est capable d’activer la voie de signalisation
NF-kB. Ainsi, le traitement de fibroblastes cardiaques humains par NGAL induit une
surexpression de collagéne | dépendante de Iactivation de NF-kB'¥’. L’implication

pathologique de NGAL sera abordée plus loin.

2.2.4. Roles physiologiques de NGAL

Le role de NGAL le plus décrit est certainement son réle dans le systeme immunitaire
inné et la réponse a une inflammation aigie. En effet, le facteur limitant de la croissance
bactérienne au cours d’une infection est leur capacité a capter le fer de I’'hGte : les bactéries
libérent des protéines ayant la particularité de fixer le fer appelé sidérophores. Il a été montré
gue NGAL est capable de se lier avec une forte affinité aux sidérophores (Figure 9C) conduisant
a la séquestration du fer par les sidérophores participant ainsi a un effet antibactérien®61%,
Une étude a notamment dévoilé que les souris dépourvues de NGAL (KO NGAL) étaient plus

sensibles aux infections bactériennes et avaient une mortalité plus élevée que des souris

contrdles lors d’une infection par Escherichia Coli*®°.
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NGAL est capable de se lier aux sidérophores (avec ou sans ion ferrique) mais ne peut pas
interagir directement avec les ions ferriques®®. Cependant une étude a montré que NGAL
peut agir sur ’lhoméostasie du fer dans un rein embryonnaire??°, Dans une seconde étude,
Bao et al. ont identifié un groupe de sidérophores eucaryotes, les catéchols, étant capables

de se lier a NGAL permettant a la lipocalin de jouer son réle dans ’homéostasie du fer?°%,

2.3. Réles physiopathologiques de NGAL : Résultats controversés
Jusqu’a présent nous avons vu que I'expression de NGAL pouvait étre directement
induite par un contexte proinflammatoire. Cependant NGAL est également pergu comme
étant un médiateur de I'inflammation et du développement de la fibrose dans différents tissus

et contextes pathologiques.

2.3.1. Roéle de NGAL dans les pathologies cardiovasculaires

Chez des patients ayant subi un IM, 'augmentation de la concentration plasmatique
de NGAL a été associée avec une diminution de la fraction d’éjection du ventricule gauche!®’.
Il est important de noter qu’il existe deux formes de NGAL chez ’'Homme : une forme poly-
aminée qui s’élimine et une forme non-aminée qui stabilise la protéine et conduit a son
accumulation dans les tissus?°%293, Chez des patients en IC, I'expression de NGAL non-aminée
est augmentée dans le péricarde et plus spécifiquement dans les adipocytes matures et non
matures de I'épicarde?®. La délétion génétique de NGAL dans un modéle murin d’IM améliore
la fonction cardiaque et limite le développement de la fibrose cardiaque. De méme, I'absence
d’expression de NGAL dans I'ensemble des tissus protege du développement de la fibrose
péri-vasculaire cardiaque induite par le challenge NAS?%. Le traitement de cardiomyocytes
par NGAL induit une hypertrophie cellulaire et une apoptose due a I'accumulation de fer

intracellulaire?0>206,

Alors que Gilet et al. ont déterminé que l'aldostérone est capable d’augmenter
I’expression de NGAL dans les neutrophiles!®?, le role de NGAL produit par des cellules de
'immunité a également été étudié. En effet, il a été montré que le NGAL produit par les
cellules dendritiques favorise le phénotype proinflammatoire des lymphocytes T (TH1)#3.
Dans notre groupe, nous avons récemment montré que |’excés minéralocorticoide conduit a

une surexpression de NGAL dans certaines populations de cellules immunitaires comme les
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macrophages et cellules dendritiques??’. En utilisant en modéle de délétion spécifique de
NGAL dans cellules myéloides, nous avons publié des résultats montrant que le NGAL produit
par les cellules myéloides participe au remodelage cardiaque et a l'inflammation chez des
souris NAS?%7, Plus récemment, il a également été suggéré que le NGAL produit par les cellules
dendritiques pouvait avoir un role déterminant dans le remodelage cardiaque induit par le

challenge NAS?%8,

2.3.2. Roéle de NGAL dans les pathologies rénales
L'implication physiopathologique de NGAL dans les pathologies rénales donne lieu a
des controverses, notamment pour son role opposé entre les pathologies rénales aiglies et

chroniques.

2.3.2.1. NGAL et insuffisance rénale aigiie

NGAL est reconnu pour étre un biomarqueur d’insuffisance rénale détectable
précocement!’4#175, En effet, la concentration de NGAL augmente massivement 3 heures
apres l'ischémie rénale alors que la créatinine, un autre biomarqueur couramment utilisé,
n’augmente que légérement?%. De plus, la concentration plasmatique de créatine augmente
seulement si l'ischémie bilatérale est sévere. Chez des patients souffrants d’IRA, Ila
concentration plasmatique de NGAL est corrélée avec I'importance des lésions rénales?10. A
I’aide d’un modele murin d’IR, il a été montré que I'administration de NGAL recombinant en
amont de I'IR, améliore les lésions rénales induites par I'IR72211 Un résultat similaire a
également été obtenu par des injections de NGAL apreés 'intervention?!?, L’hypothése émise
est que NGAL favoriserait la prolifération et limiterait 'apoptose des cellules du tubule
proximal. Dans un modele murin de transplantation rénale, une étude indique que
I’administration de NGAL limite le rejet dans les jours qui suivent I'intervention?3, L’effet
protecteur de NGAL dans les lésions rénales induites par I'IR serait en partie lié aux
lymphocytes T CD4*. En effet, il a été montré que la délétion de NGAL dans les lymphocytes T
CD4* favorise I'expression de IFNy ce qui aggrave les Iésions tubulaires et la dysfonction rénale
induites par I'IR?14, Enfin dans un modéle OUU a court terme (prélévement des animaux 9 a
15 jours aprées I'intervention), Guiteras et al. ont décrit que la surexpression de NGAL par les

macrophages limite la fibrose rénale induite par ’OUU?%>. En effet, la surexpression de NGAL
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dans les macrophages induirait une réduction de l'infiltration des macrophages M1 et une

augmentation des macrophages M2.

Bien que I'utilisation de NGAL exogene (ou la surexpression de NGAL dans les macrophages)
semble protéger des Iésions rénales induites par I'IRA ou OUU, ces résultats n’ont pas été
confirmés dans un modeéle de souris invalidant NGAL', Berger et al. ont montré que la
dysfonction rénale (concentration de créatinine et d’urée élevée) et les lésions tubulaires

induites par I'IR sont équivalentes entre des souris contréles et des souris KO NGAL 1%,

2.3.2.2. NGAL et insuffisance rénale chronique
Comme pour I'IRA, la mesure de NGAL dans le plasma et dans les urines est également
utilisée comme biomarqueur dans I'IRC. En effet, diverses études indiquent que la
concentration urinaire de NGAL est corrélée avec une diminution du débit de filtration
glomérulaire et avec une augmentation de la protéinurie chez des patients atteints d’IRC?16:217,
De plus, chez des patients souffrants de néphropathie diabétique, I'expression tubulaire de
NGAL est positivement corrélée avec I'atrophie tubulaire et le développement de la fibrose

interstitielle rénale?8.

L'IRC induite par une néphrectomie subtotale d’une part et par I'administration
d’anticorps anti-GBM d’autre part, augmente également la concentration plasmatique et
urinaire de NGAL dans des modeéles murins?!®?19 Dans des modeéles précliniques d’IRC,
I'invalidation totale de NGAL limite la protéinurie, des lésions tubulaires et glomérulaires ainsi
que le développement de la fibrose rénale?!®?1°, Plus récemment, une étude montre que la
délétion de NGAL dans le tissu adipeux préviendrait les lésions rénales et limiterait

I’albuminurie induite par le challenge NAS?2°,
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3. Objectifs de these

Les pathologies rénales représentent un enjeu majeur de santé publique. En effet, en
2017 pres 1.2 million de personnes sont décédées des suites d’une insuffisance rénale et pres
de 697.5 millions de patients seraient atteints d’insuffisance rénale chronique??!. De plus,
environ 1.4 million des déces et pres de 25.3 millions de patients atteints par des pathologies

cardiovasculaires seraient attribuables a une insuffisance rénale.

C’est dans ce contexte que mon projet de thése a été élaboré visant a étudier
I'implication du récepteur minéralocorticoide et d’'une nouvelle cible identifiée au laboratoire,
NGAL, dans I'axe cardio-rénal au cours de l'insuffisance rénale chronique. Ce manuscrit se

divise en différentes parties.

La premiere partie abordera le réle du récepteur minéralocorticoide dans les |ésions
cardio-rénales induites par l'insuffisance rénale chronique en utilisant une approche par
blocage pharmacologique. Ainsi, le MRA non stéroidien finerenone fourni par Bayer a été
utilisé dans un modele d’insuffisance rénale chronique induite par néphrectomie subtotale et

j’ai étudié I'impact rénal et cardiovasculaire.

Une seconde partie sera focalisée sur le role de NGAL dans les |ésions rénales induites
dans le modele d’hypertension NAS a I'aide de souris invalidées génétiquement pour NGAL.
Nous examinerons I'implication du NGAL produit par les cellules immunitaires et analyserons

les modes d’action impliquant le NGAL immunitaire et les cytokines CCL5 et IL4.

Enfin, la troisieme partie présentera les effets d’un inhibiteur de NGAL récemment
identifié dans notre laboratoire dans un modele d’insuffisance rénale chronique induite par

néphrectomie subtotale.
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Il. MATERIEL & METHODES



1. Modeles animaux

Toutes les expérimentations sur les modeles animaux ont été approuvées par le
comité institutionnel de protection et d‘utilisation des animaux du Centre de Recherche de
Cordeliers (CRC) en accord avec les normes d’éthiques de I'Institut National de la Sant et de la
Recherche Médicale pour la protection et I‘utilisation des animaux de laboratoires. Les souris
utilisées sont hébergées dans les installations du CRC avec une température constante, des
cycles jour/nuit de 12H, une humidité de 50 + 5% et de la nourriture standard (A04) et de I'eau
sont distribuées de fagon illimitée. L’ensemble des chirurgies ont été réalisées sous anesthésie
kétamine/xylazine (100 mg/kg) avec des injections d’analgésique (buprénorphine ; 0.1 mg/kg)

avant l'intervention et toutes les 8 heures en post-opératoire pendant 48 heures.

1.1. Modeéle d’insuffisance rénale chronique induite : néphrectomie subtotale

L'insuffisance rénale chronique (IRC) a été induite par néphrectomie subtotale. Cette
intervention a été réalisée en deux temps sur des souris agées de 6 semaines (poids du corps
d’environ 25-26 g). La premiére chirurgie consiste a I'ablation des 2/3 du rein gauche en se
séparant le lobe supérieur et inférieur de la partie centrale a I'aide d’un fil de suture. Des
compresses hémostatiques sont placées de part et d’autre de la partie restante du rein afin
de permettre ’hémostase. Apreés 7 a 10 jours, I'ablation totale du rein gauche est réalisée. Les
souris Sham sont soumis a la méme procédure chirurgicale sans ablation rénale. Un mois apres
la seconde intervention, entre 100 et 150 pl de sang sont prélevés en rétro-orbital et la
concentration plasmatique d’urée et de créatinine sont mesurées a I'aide d’un analyseur
automatique (Konelab 20i). Dés lors, des groupes de souris ayant une dysfonction rénale

homogene sont réalisés.

1.1.1. Souris B6D2 et administration de finerenone

Des souris B6D2F1 commerciales de 6 semaines ont été utilisées pour cette
expérimentation. La finerenone (fournit par Bayer) est incorporé a la nourriture standard a la
concentration de 12.5 mg/kg de nourriture standard afin que les souris regoivent une dose de

2 mg/kg/j de finerenone. La durée du traitement est de 6 semaines.
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1.1.2. Souris FVB et administration de I'inhibiteur de NGAL

Des souris FVB/N commerciales de 6 semaines ont été utilisées pour cette
expérimentation. Le l'inhibiteur de NGAL (fournit par Greenpharma), appelé GP1, est
incorporé a la nourriture standard a la concentration de 625 mg/kg de nourriture standard
afin que les souris recoivent une dose de 100 mg/kg/j de GP1. Le GP1 a été administré une
semaine avant la premiére intervention jusqu’aux sacrifices des animaux (2 mois apres la

seconde intervention).

1.2. Modeéle de surcharge minéralocorticoide : néphrectomie-aldostérone-sel
La surcharge minéralocorticoide est induite par I’association d’une ablation du rein
gauche, l'implantation d’'une mini-pompe (modéle 2006 ; ALZET) délivrant 200 pg/kg/j

d’aldostérone et 1% de sel est ajouté a I'eau de boisson (NAS) sur une durée de 6 semaines.

1.2.1. Souris KO NGAL

Les souris de 12 semaines portant I'invalidation génétique totale de NGAL (KO NGAL)
ont été obtenues sur fond génétique C57BL/6 dans le laboratoire de Tak W. Mal (Institut du
Cancer de I'Ontario, Toronto, Canada). L'invalidation de NGAL est obtenue par l'insertion
d’une cassette Néo dans le géne codant pour NGAL'®. Les souris sauvages (WT) servant de

controles pour nos expériences sont des sourit WT littermates provenant de la méme lignée.

1.2.2. Souris KO BM

La délétion de NGAL dans les cellules myéloides (KO BM) a été obtenue a I'aide d’un
modele de transplantation de moelle osseuse réalisée en partenariat avec I'animalerie de la
Pitié Salpétriere, sous le suivi de Matthieu Buonafine, doctorant au laboratoire. Des souris
C57BL/6 commerciales de 12 semaines ont été irradiées (deux irradiations de 5 Gy a 5 heures
d’intervalle) puis injectées avec 10 millions cellules provenant de la moelle osseuse de souris
WT et KO NGAL donnant respectivement les souris WT BM et KO BM. Apres une récupération

de 2 mois, les souris ont été soumises au challenge NAS.
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1.2.3. Administration de maraviroc et injection d’anticorps neutralisant anti-IL4

Des souris C57BL/6 commerciales de 12 semaines ont été utilisées pour cette
expérimentation. L’administration de I'antagoniste du récepteur au CCL5, le maraviroc
(MARA ; ViiV Healthcare), est incorporé a la nourriture standard a la concentration de 312.5
mg/kg de nourriture standard afin que les souris recoivent une dose de 50 mg/kg/j de MARA.
Pour I'expérimentation étudiant I'effet de I'lL4 dans le développement des Iésions rénales
induites par le challenge NAS, les souris ont recu 3 injections par semaine de 200 ug
d’anticorps de rat neutralisant anti-1L4 souris (Clone 11B11 ; BioXCell) sur une durée de 6
semaines. Les souris servant de contrbles pour nos expériences ont été injectées avec une

guantité similaire d’isotype IgG1 de rat.

1.3. Modeéle d’insuffisance cardiaque : infarctus du myocarde
Dans ce modeéle d’infarctus du myocarde (IM), l'insuffisance cardiaque (IC) a été
induite par une ligature de I'artére coronaire gauche réalisée chez des souris C57BL/6 agées
de 8 semaines sous anesthésie. Pour les souris Sham, le fil permettant la ligature a été placé
au niveau de I'artere coronaire gauche sans étre serré. Les souris IM + GP1 ont regu une dose
de 100 mg/kg/j une semaine aprés la chirurgie pendant 4 mois. Ceci a été réalisé par nos
collaborateurs a Rouen (A. Ouvrard-Pascaud, P. Mulder) et le travail suivi par E. Martinez,

postdoctorant au laboratoire.

1.4. Modeéle d’hypertension sensible au sel
Des souris C57BL/6 agées de 8 semaines ont été exposées a un régime contenant 8%

sel (HSD) associé a une administration de L-NAME (2.6 mg/kg/j) dans I’eau de boisson. Les
souris L-NAME + HSD + GP1 ont recu 100 mg/kg/j de GP1 également incorporé dans la
nourriture durant 10 jours. Les mesures des pressions artérielles ont été enregistrés au cours

des trois derniers jours de traitement apres une habituation de 2 jours.
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2. Mesures des parametres physiologiques

2.1. Mesures de la pression artérielle
La pression artérielle systolique a été mesurée par pléthysmographie a la queue de
souris conscientes. L’habituation des souris a durée 2 jours. Les valeurs décrites dans ce
manuscrit représentent la moyenne de 10 mesures de la pression artérielle systolique par jour
pendant 3 jours. L’habituation et I’enregistrement des valeurs effectives ont été réalisés au

méme moment de la journée a I'aide de I'appareil BP2000 (Visitech).

2.2. Echocardiographies et mesures hémodynamiques

Les échographies ont été réalisés respectivement a 8 semaines et 12 semaines apres
I'intervention pour les souris CKD et IM anesthésiées sous isoflurane (1% ; 1.5 ml/min) utilisant
I’échographe par ultrason Vivid 7 délivrant 14MHz. Une vue bidimensionnelle de I'axe court
du ventricule gauche (LV) a été obtenue au niveau de du muscle papillaire. LV fractional
shortening et la fraction d’éjection ont été calculés en utilisant le mode M d’imagerie. Afin
d’obtenir la fréquence cardiaque et la VTI (velocity time integral) une mesure Doppler a été
réalisée a la sortie du LV permettant le calcul du stroke volume et du cardiac output. Les
mesures Doppler ont été réalisées au niveau de la valve mitrale pour le profil de remplissage
diastolique afin de déterminer la vitesse de remplissage précoce (E) et tardive (A) et de

calculer le ratio E/A.

Les mesures hémodynamiques ont été réalisées chez des souris anesthésiées (Inactin
60 mg/kg). L'artéere carotide des souris a été canulée avec un cathéter pression-volume
(SPR839) enregistrant la pression artérielle et la HR avancé jusqu’au LV. Les courbes pression-
volumes ont été obtenues en obstruant doucement I'aorte abdominale. Les pressions du LV
obtenues en fin de systole et de diastole ont été calculées a I'aide du logiciel IOX (EMKA).
Ceci a été réalisé par nos collaborateurs a Rouen (A. Ouvrard-Pascaud, P. Mulder) et le travail

suivi par E. Martinez, postdoctorant au laboratoire.

2.3. Collection des tissus et analyses plasmatiques
Les coeurs et reins des souris ont été collectées puis rincées dans du PBS froid. Ces tissus ont
été coupés transversalement : pour le cceur, la base est fixée dans 4% de formaldéhyde (pour

I"histologie et I'immunohistochimie), I'apex est conservé pour I'analyse moléculaire (ARN et
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protéines) ; pour le rein (ou rein résiduel pour les souris CKD), une partie est fixée dans 4% de
formaldéhyde et la seconde partie est conservée pour I'analyse moléculaire.

Au moment du sacrifice, le sang des souris est collecté en intracardiaque dans des tubes
héparinés et le plasma est isolé par centrifugation (1000 xg durant 10 minutes). La
concentration de créatinine et d’urée plasmatique est mesurée a I'aide d’un analyseur

automatique (Konelab 20i).

2.4. Histologie et immunohistochimie

Pour I'histologie, les cceurs et les reins fixés sont inclus dans la paraffine et des coupes
de 6 um ont été réalisées. Afin d’évaluer le dépot de collagéne dans ces tissus, les coupes ont
été colorées au rouge Sirius et/ou Trichrome de Masson.
Pour I'immunofluorescence, les coupes de coeur ont été bloquées dans 5% de BSA pendant 30
minutes et incubées avec I'anticorps anti-vinculin (1/100; V9131) pendant toute la nuit a
température ambiante puis rincées au PBS et re-incubées avec un anticorps secondaire
(1/250 ; chévre anti-souris IgG1 couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488).
Les images des coupes ont été prises grace au scanner de lames Axio Scan (Zeiss). L’analyse
des coupes a été réalisée a I'aide du logiciel de bioanalyse QuPath. Ceci a été réalisé par nos

collaborateurs a Pampelune (N. Lépez-Andrés, A. Fernandez de Celis) ou j'ai pu me former.

3. Modeéles cellulaires
3.1. Macrophages péritonéaux

L'isolation de macrophages péritonéaux a déja été décrite??2. Brievement, des souris
KO NGAL et WT agées de 7 a 8 semaines ont été injectés avec 1 ml d’une solution contenant
3% de thioglycollate. Aprés 4 jours, les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale et les
macrophages sont récupérés puis 1 millions de cellules sont ensemencées par puit dans des
plagues 12 puits. Apres 2 heures, les cellules non adhérentes sont retirées par rincage avec du
PBS chaud. Dés lors, les macrophages ont été traités par I'aldostérone (108 M ; ALDO), le sel
(40mM ; SALT) et le co-traitement aldostérone/sel (ALDO + SALT) pendant 24 heures. Comme
controle de I'osmolarité, les macrophages ont été traités par le mannitol (80 mM) comme

décrit précédemment??3,
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3.2. Fibroblastes rénaux murins

L'isolation des fibroblastes rénaux a déja été décrite??*. Brievement, les fibroblastes
rénaux murins (MKFs) ont été isolés a partir de reins issus de souris WT agées de 7 a 8
semaines. Le cortex rénal a été émincé et incubé dans de la collagénase A (1 mg/ml ; Roche)
durant 25 minutes a 37°C. La digestion est inactivée par ajout du milieu de culture composé de
DMEM/F12 + 10% de sérum de veau fcetal (FBS) + 1% P/S. La suspension cellulaire est passée
a travers des filtres de 100 um. Apres centrifugation, les cellules sont ensemencées dans des
flasques de 75 cm?. Aprés 24 heures, les cellules non adhérentes sont retirées par ringage avec
du PBS chaud puis le milieu de culture est changé toutes les 48 heures jusqu’a ce que les
cellules atteignent 70-80% de confluence. Les MKFs sont détachés par ajout de trypsine
(0.25% ; Sigma) et sont ensemencés dans les plaques 6 ou 12 puits. 8 heures avant de traiter
les MKFs, les cellules sont placées dans un milieu contenant seulement 3% de FBS. Pour les
expérimentations, les MKFs ont été traités par I'lL4 (100 ng/ml ; R&D System) associé ou non
a l'inhibiteur de STAT6 (600 mM ; AS1517495) d’une part et d’autre part, les MKFs ont été
traités par du NGAL (500 ng/ml; R&D System) associé ou non au GP1 (10 uM ; Greenpharma)

pendant une durée de 6 heures (ARN) ou 24 heures (protéines).

3.3. Fibroblastes cardiaques humains et test de prolifération

Les fibroblastes cardiaques humains (HCFs) ont été cultivés en suivant les
recommandations du fournisseur (Promocell). Les cellules utilisées pour les expérimentations
étaient entre les passages 5 a 7. Les HCFs ont été traités par I'aldostérone (10® M) ou par
NGAL (500 ng/ml) associé ou non au GP1 (10 uM) durant 24 heures.
La mesure de la prolifération des HCFs a été établie grace au kit Vybrant MTT Cell Proliferation
(ThermoFisher). Brievement, les HCFs sont ensemencés (3*10* cellules/puit) dans des plaques
96 puits puis traitées comme décrit précédemment puis les HCFs sont incubés avec les réactifs

du kit en suivant les instructions du fournisseur.
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4. Analyses moléculaires

4.1. Extraction d’ARN, RT et qPCR

Les tissus (cceurs et reins) récupérés dans les différents modéles animaux sont placés
dans des tubes a lyse contenant du TRIzol (Sigma). L’ARN issu des cellules est obtenu par
simple ajout de TRIzol dans les puits. Les ARN issus des macrophages isolés par cytométrie en
flux ont été obtenus a I'aide du kit RNeasy Plus Micro (Qiagen) en suivant les consignes du
fournisseur. Les ADN complémentaires sont générés en utilisant I'enzyme MML-V (Invitrogen)
ou Superscript Il (Invitrogen) si la quantité en ARN des échantillons est <300 ng. Les niveaux
de transcription ont été analysés par |'appareil CFX396 (Biorad). Pour normaliser I'expression
génique, j’'ai utilisé la moyenne géométrique de différents génes de références (UBC, HPRT,
18S et GAPDH) comme décrit précédemment??®. Les séquences des primers utilisés sont

disponibles dans le Tableau 1.

4.2. Extraction de protéines, ELISA et Western Blot

Les protéines ont été extraites a I'aide d’un tampon contenant 1% de SDS associé a des
inhibiteurs de protéases et de phosphatases (Roche). Les membranes ont été bloquées dans
5% de lait puis incubées avec les anticorps primaires a 4°C pendant toute la nuit puis rincées
et re-incubées avec les anticorps secondaires. La liste des anticorps et des dilutions utilisés est
présenté dans le Tableau 2. La détection des protéines cibles est réalisée par
chimiluminescence en incubant les membranes avec une solution d’ECL. Le signal est détecté
par I'appareil LAS-4000 (Biorad) et la densité a été déterminée en utilisant le logiciel Image
Lab (Biorad). L'expression des différentes protéines est normalisée par I'expression de la
bActin.
L’analyse d’expression de protéines par ELISA a été réalisée en suivant les instructions des
fournisseurs (R&D System). Les références des plaques ELISA utilisées sont présentées dans le

Tableau 3.

4.3. Cytométrie en flux
Un demirein a été isolé et dissocié a |’aide du kit de dissociation gentleMACS (Miltenyi
Biotec) en suivant les consignes du fournisseur. Pour le marquage intracellulaire, la moitié des
cellules isolées sont co-traitées par la PMA (50 ng/ml) et la ionomycin (100 ng/ml) associées a

la brefeldin A (5 pg/ml) pendant 4 heures. A I'issu de la stimulation ces cellules sont lavées
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puis incubées avec le Fc Block (1/100) puis ces cellules sont incubées par des anticorps
extracellulaires. Une fois perméabilisées, ces cellules sont incubées avec les anticorps des
interleukines cibles (IL4 et IFNy). Les cellules non stimulées sont incubées avec le Fc Block puis
avec les anticorps extracellulaires. Pour I'analyse des différentes populations immunitaires,
les cellules sont passées au cytometre LSR Fortessa (Becton Dickinson). L’isolation des
macrophages a été réalisée a I'aide du cytomeétre Aria Il (BD Bioscience). Les données de
cytométrie en flux ont été analysées avec le logiciel FlowJo. La liste des anticorps associés aux

fluorochromes et des dilutions utilisés est présenté dans le Tableau 4.

5. Analyses statistiques

L'ensemble des résultats sont présentés sous la forme moyenne + SEM. Les analyses
statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel GraphPad Prism. Les expériences
comprenant un ou deux facteurs de variabilités ont respectivement été analysées par une
ANOVA a un ou deux facteurs avec le test de comparaisons multiples de Tukey. Le test t de
Student non apparié a été utilisé pour comparer deux groupes d’échantillons. L’analyse de la
corrélation entre 2 parametres a été réalisée par le test de Pearson. Les valeurs de P<0.05

sont considérées comme étant significatives.
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6. Tableaux

PRIMER SEQUENCE SENS SEQUENCE ANTI-SENS
185 CGCCGCTAGAGGTGAAATTC TCTTGGCAAATGCTTTCGC
Gene de GAPDH | GTGGCAAAGTGGAGATTGTTGCC GATGATGACCCGTTTGGCTCC
références HPRT TCTAACTTTAACTGGAAAGAATGTC TCCTTTTCACCAGCAAGCT
UBC CGGAGTCGCCCGAGGTCACA GGGCTCGACCTCCAGGGTGAT
ARG1 CGCCTTTCTCAAAAGGACAG CCAGCTCTTCATTGGCTTTC
aSMA TGTGCTGGACTCTGGAGATG GAAGGAATAGCCACGCTCAG
ccLs GCCCTCACCATCATCCTCACT GGCGGTTCCTTCGAGTGACA
CD3e CTGCTACACACCAGCCTCAAA TGGCTACTGCTGTCAGGTCC
cD4 TTTGCTGGTTCTGGCAACCT ATCTTGGGAGAGGTAGGTCCC
cD8 CGGATTGGACTTCGCCTGTG GGGACATTTGCAAACACGCT
CD8O TTCACCTGGGAAAAACCCCCAGAA ACGACGACTGTTATTACTGCGCC
D86 AGCAGACGCGTAAGAGTGGCT CATGGTGCATCTGGGGTCCATC
Collagéne | CCCCGGGACTCCTGGACTT GCTCCGACACGCCCTCTCTC
Collagéne lll |  CTGGAGCCCCTGGACTAATAG GCCCATTTGCACCAGGTTCT
Collagéne IV ATTCCTCGTGATGCACACC GTGGGCTTCTTGACATCTC
\ F4/80 TGACAACCAGACGGCTTGTG GCAGGCGAGGAAAAGATAGTGT
flfl'ee: FGF2 CACCAGGCCACTTCAAGGAC ATAGCAAGGTACCGGTTGGC
Fibrillin TCTCGGGAACCACCAAGGGT CACGTCGATGCATTCGCCAC
Fibronectin CCTACGGCCACTGTGTCACC AGTCTGGGTCACGGCTGTCT
GAL3 CAGTGCTCCTGGAGGCTATC ATTGAAGCGGGGGTTAAAGT
IFNy TCAGCAACAGCAAGGCGAAA CATTGAATGCTTGGCGCTGG
IL1s TCGCTCAGGGTCACAAGAAAC CATCAGAGGCAAGGAGGAAAAC
IL4 ACAGGAGGAAGGGACGCCAT GAAGCCCTACAGACGAGCTCA
IL6 CTCTGGGAAATCGTGGAAATG AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
Len2/NGAL GGACCAGGGCTGTCGCTACT GGTGGCCACTTGCACATTGT
MCP1 GGCTGGAGAGCTACAAGAGG TCTTGAGCTTGGTGACAAAAAC
TGFf3 TGCGCTTGCAGAGATTAAAA CTGCCGTACAACTCCAGTGA
TNFa GCCTCTTCTCATTCCTGCTTG CTGATGAGAGGGAGGCCATT
Vimentin GGCTGCCAACCGGAACAACGAT ATCTCACGCATCTGGCGCTCCA

Tableau 1: Liste des séquences des primers utilisées
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ANTICORPS | DILUTION | REFERENCE

oaSMA 1/100 AB7817

Fibronectin 1/100 MAB1926

CTGF 1/100 SC14939

OPN 1/100 AB8448

Western Blot

STAT6 1/200 AB28829

P-STAT6 1/500 AB44718

BActin 1/1000 AB8227
Collagene IV 1/100 SC135231
. .. CD80 1/100 SC376012

Immunohistochimie

CD86 1/500 SC19617

Tableau 2 : Liste des anticorps utilisés pour les Western Blot et 'immunohistochimie

ELISA REFERENCE
Human Pro-Collagen | alpha | Duoset | DY6220-05
Human CCL5/RANTES Duoset DY278-05
Human IL6 Duoset DY206
Tableau 3 : Liste des kits ELISA utilisés
ANTICORPS | FLUOROCHROME CLONE DILUTION
CD3 PE 145-2C11 1/100
CD8 APC 53-6.7 1/200
CD4 PerCP RM4-5 1/200
CD11b APC/Cy7 M1/70 1/300
F4/80 PE/Cy7 BMS8 1/200
CD206 FITC C068C2 1/100
CD19 BV650 6D5 1/200
Ly6C BV510 HK1.4 1/100
CD45 PE-CF594 30-F11 1/1000
IL4 A488 11B11 1/100
IFNy PE/Cy7 XMG1.2 1/100
Ly6G APC 1A8 1/100
Tableau 4 : Liste des anticorps utilisés pour la cytométrie en flux
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IIl.RESULTATS



1. Role du RM dans les lésions cardio-rénales de linsuffisance rénale

chronique

1.1. Introduction
Alors que les maladies cardiovasculaires représentent la premiéere cause de mortalité

dans le monde?%®

, une partie de ces pathologies peuvent étre associées a des comorbidités.
Ainsi, comme énoncé dans lintroduction de ce travail, l'insuffisance cardiaque et les
dysfonctions rénales peuvent coexister sous le nom de syndrome cardio-rénal®?’-22%, De plus,
il a été montré que la diminution du débit de filtration glomérulaire était corrélée avec une

augmentation des événements cardiovasculaires®>®.

Les effets bénéfiques des ARMs ont déja été abordés au cours de l'introduction.
Cependant afin d’introduire cette partie, il est nécessaire de rappeler les points principaux.
Les effets protecteurs de I'administration d’ARM sur la mortalité et la morbidité chez des
patients souffrant d’IC (modérée a sévére) ont été démontrés dans les études cliniques RALES,
EMPHASIS et EPHESUS®37:139.140 | ’ytilisation d’ARMs dans des modeéles d’IC précliniques a
également révélé des effets bénéfiques en réduisant le remodelage et la dysfonction
cardiaque®?® 130 Alors que I'administration de ces ARMs stéroidiens est associée a un risque
hyperkaliémique chez des patients souffrant d’insuffisance rénale, un nouvel ARM non
stéroidien, la finerenone, représenterait une alternative possible afin de traiter ces patients
ayant une diminution de leur fonction rénale. Une étude clinique a montré que
I'administration de finerenone chez des patients en IC a un effet bénéfique équivalent sur un
marqueur d’IC associé a une augmentation de la kaliémie moindre que chez les patients traités

avec la spironolactone et I'eplerenone?9%,

Dans cette premiere étude, nous avons évalué |'effet de la finerenone sur les Iésions
cardio-rénales induites par I'IRC. L’ablation de 5/6 des reins (néphrectomie subtotale) conduit
a l'augmentation de la concentration plasmatique de créatinine et d’urée 1 mois apres
I'intervention confirmant le développement de I'IRC. A partir de ce point, un groupe de souris
a été traité avec de la finerenone incorporée dans la nourriture afin que ces souris ingerent 2
mg/kg/j de finerenone sur une durée de 6 semaines. L’évaluation de la fonction cardiaque a

été réalisée en collaboration avec une équipe de ’'U1096 INSERM basée a Rouen (Dr Antoine
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Ouvrard-Pascaud). Ce travail montre que la finerenone n"améliore ni la fonction ni les lésions
rénales induites par I'IRC. Cependant, les souris traitées présentent une amélioration du

remodelage et de la dysfonction diastolique induite par I'IRC.

1.2. Article
Les résultats de cette étude ont été publiés en 2018 dans Journal of Molecular and Cellular
Cardiology.

Bonnard B, Pieronne-Deperrois M, Djerada Z, EImoghrabi S, Kolkhof P, Ouvrard-Pascaud A,
Mulder P, Jaisser F, Messaoudi S. Mineralocorticoid receptor antagonism improves diastolic
dysfunction in chronic kidney disease in mice. J Mol Cell Cardiol. 2018 Aug;121:124-133. doi:
10.1016/j.yjmcc.2018.06.008. Epub 2018 Jul 6.PMID: 29981797

Cet article est inséré en annexe P.143.

1.3. Discussion

En clinique, I'administration de spironolactone permet de réduire les déces liés a des
événements cardiovasculaires chez des patients en IRC??° mais le risque de développer une
hyperkaliémie est important (31.5% des patients avec un DFG < 15 ml/min )23, Alors que
I'utilisation des ARMs classiques (spironolactone et eplerenone) est limitée par |'effet
hyperkaliémique chez des patients souffrant d’une dysfonction rénale, 'administration de
finerenone, chez des patients souffrant d’IC avec un DFG compris entre 30-90 ml/min (étude
clinique ARTS-HF), montre une réduction de l‘incidence hyperkaliémique comparé aux
patients recevant de I'eplerenone?!. De plus, le traitement par la finerenone conduit a une
diminution de plus de 30% de la concentration plasmatique des peptides natriurétiques NT-
proBNP chez des patients en IC associée a un diabete de type 2 ou a une IRC comparé aux

patients traités par I'eplerenone®?,

Plus de 85% des patients souffrant d’IRC présentent une dysfonction diastolique
fortement corrélée a leur mortalité?32233, La présence d’une dysfonction diastolique a
également été référencée dans des modeles d’IRC précliniques?34238, Nous avons également
montré dans notre étude la présence d’une dysfonction diastolique chez des souris souffrant
d’IRC induite par néphrectomie subtotale. En effet, les souris CKD présentent une altération

de parametres de la fonction diastolique tels que le rapport des ondes E et A (mitral E/A) et
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de la relation pression/volume du ventricule gauche en fin de diastole (LVEDPVR). Ces

modifications induites par I'IRC sont prévenues par la finerenone.

Les mécanismes d’action conduisant au développement de la dysfonction diastolique
chez des patients en IRC sont mal connus mais il a été rapporté que l'altération de la voie
calcique dans les cardiomyocytes contribuent au développement de la dysfonction
diastolique?*°. Dans notre étude, nous avons montré que I'IRC diminue la phosphorylation de
phospholamban (PLN). Cette protéine est connue pour réguler négativement la pompe
SERCA2a responsable de la réabsorption de Ca?* dans le réticulum sarcoplasmique conduisant
a la relaxation des cardiomyocytes. Ainsi la diminution de la phosphorylation de PLN réduit
I’activation de SERCA2a empéchant la réabsorption de Ca?* et donc la relaxation des
cardiomyocytes contribuant au développement de la dysfonction diastolique. L’altération de
la phosphorylation de PLN est prévenue par I'administration de la finerenone. La modification
d’expression de protéines régulatrices des échanges calciques (PLN, CaMKII, SERCA2a et PKA)
a également été montré dans un modele d’hypertension NAS (néphrectomie, infusion
d’aldostérone et régime riche en sel) suggérant que le RM pourrait directement étre
directement impliqué dans I’homéostasie calcique dans les cardiomyocytes?®. En effet, a
partir de cardiomyocytes murins surexprimant le RM, I'aldostérone altere le flux calcique dans
ces cellules par la réduction d’expression de protéines activatrices de RYR2 (FKBP12 et

FKBP12.6)%4L,

Au cours de cette étude nous nous sommes focalisés sur I'impact de I'IRC sur la
régulation du calcium au niveau du réticulum sarcoplasmique avec I’étude de I'activation de
SERCA2a, RyR2 et PLN. Cependant nous n’avons pas étudié le niveau d’expression de S100A1
qui a un role clef dans I’homéostasie calcique dans les cardiomyocytes. S100A1 est une
protéine qui capte le Ca?* intracellulaire et qui interagit avec le complexe SERCA2a/PLN
favorisant ainsi la réabsorption calcique dans le réticulum sarcoplasmique?*?. De plus cette
protéine interagit également avec RyR2 en favorisant I'excrétion de Ca?* du réticulum
sarcoplasmique conduisant a la contraction des cardiomyocytes. Récemment, I'implication du
RM dans la régulation de S100A1 a été suggéré dans une étude montrant que |'aldostérone
favorise I'expression de S100A1 dans les cellules du tubule distal?*3. Dans la régulation du Ca?*

intracellulaire, I’échangeur Na*/Ca?* (NCX) exprimé a la surface des cardiomyocytes permet
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I’excrétion de Ca?* dans le milieu extracellulaire. Trés récemment, il a été montré que dans un
modele d’IRC, I’expression de NCX tend a étre augmentée suggérant un effet compensatoire
de I’échangeur afin de réduire le Ca?* intracellulaire?**. Alors que I'expression de la sous unité
B du canal Ca?* voltage dépendant (L-VDCC) permettant I'entrée de Ca?* dans le milieu
intracellulaire est diminuée chez les patients souffrant de dysfonction diastolique, la mesure
du Ca?* intracellulaire aurait pu donner une donnée supplémentaire sur ’homéostasie
calcique dans les cardiomyocytes dans le contexte de I'IRC?*. De nombreuses études ont
évalué l'implication du RM dans I'homéostasie ionique des cardiomyocytes. En effet,
I'activation du RM favorise I'expression de nombreux canaux ioniques tels que les canaux Na*
K* et Ca%* voltages dépendants?4¢-2°0, Notre équipe a notamment montré que la surexpression
du RM dans le coeur de souris induit un trouble du rythme (rallongement de la durée des
potentiels d’actions) conduisant a une arythmie ventriculaire?®. Dans cette étude, il a été
suggéré que |'activation du RM cardiaque participerait au remodelage électrique en réduisant
le courant potassique et en augmentant le courant calcique de type L. Plus récemment, il a
été montré que le RM participe a la transcription d’une sous unité (Ca,1.2) du canal calcique
(LTCC) médiateur du courant calcique de type L dans les cardiomyocytes et CMVL?>2, Ces
différentes publications montrent le role clef du RM dans la signalisation calcique des
cardiomyocytes. A 'aide de la lignée de cardiomyocytes H9C2 surexprimant le RM, nous
aurions pu identifier plus spécifiqguement le réle du blocage du RM par la finerenone dans la

régulation calcique au sein des cardiomyocytes.

Alors que la dysfonction diastolique induite par I'IRC a été mis en évidence dans cette
étude, nous avons montré que le développement de la fibrose cardiaque n’est pas significatif.
Afin d’obtenir un phénotype plus net, nous pourrions faire induire une IRC par néphrectomie
subtotale chez des souris surexprimant le RM dans les cardiomyocytes. Cependant, en
paralléle de ces travaux présentés, nous avons réalisé un modele d’IRC associée a une IC
induite par l'injection d’isoprénaline (100 mg/kg, 1 injection journaliére durant 5 jours), un
agoniste des récepteurs adrénergiques (CKD + I1SO). Les résultats ont montré un effet additif
de I'IRC et de I'IC sur le développement de la fibrose interstitielle cardiaque comparé aux
souris SHAM + ISO (Figure 10A). Celle-ci est diminuée par le blocage du RM par la finerenone
(CKD + ISO + FINE). L’analyse moléculaire tend a confirmer ce résultat : I'expression génique

de collagéne | et collagéne Il tend a étre augmentée chez les souris CKD + ISO comparé aux
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souris CKD (Figure 10B). De plus, I'expression de galectin 3, médiateur du remodelage
cardiaque dépendant de I'aldostérone?>32°4, est augmentée par I'injection d’isoprénaline chez
les souris CKD. Ces modifications d’expression des genes profibrotiques sont prévenues par

I’administration de finerenone (Résultats non publiés).
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Figure 10 : La finerenone bloque les effets profibrotiques de I'isoprénaline dans I'IRC
(A) Coupes de cceur colorées au Trichrome de Masson et quantification de la fibrose
interstitielle cardiaque ; (B) Expression en ARN (collagéne I, collagéne Il et galectin 3) ;
*P<0.05

En conclusion, nous avons montré que le blocage du RM par la finerenone prévient de la
fibrose cardiaque et la dysfonction diastolique induite par I'IRC. De plus, 'altération de la
phosphorylation de protéines intervenant dans I’lhoméostasie calcique induite par I'IRC est
prévenue par la finerenone. A noter, que I'administration de finerenone ne prévient ni la

dysfonction rénale ni I’'hypertension artérielle mesurées chez les souris CKD.
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2. Role de NGAL dans les lésions rénales induites par I’activation du RM
2.1. Introduction
Nous venons de voir que le blocage pharmacologique du RM permet une amélioration
du remodelage cardiaque induit par I'IRC dans un modele de néphrectomie subtotale. Comme
énoncé dans I'introduction générale, nous avons identifié au sein du laboratoire une nouvelle

cible directe du RM dans le systéme cardiovasculaire : NGAL®°.

L'implication de NGAL dans le remodelage cardiovasculaire présent dans un modele
d’excés minéralocorticoide (Néphrectomie Aldostérone Sel, NAS) et dans un modéle d’IM a
également été démontré par notre équipe?®”?%*: 'absence d’expression de NGAL, dans un
modele avec inactivation génétique global de NGAL, améliore la fonction cardiaque et
prévient les lésions cardiaques induites par I'IC. Plus récemment, le réle délétére du NGAL
produit par les cellules myéloides dans I'inflammation et le développement de la fibrose
cardiaque a été étudié dans notre équipe?®’ : I'absence d’expression de NGAL dans les cellules
dérivées de la moelle prévient les |ésions cardiaques induites par NAS. Alors que NGAL est
aujourd’hui reconnu comme étant un biomarqueur d’insuffisance rénale!’*'’>, son
implication dans les pathologies rénales est controversée. En effet, NGAL aurait un réle
protecteur dans I'IRA17221 alors que d’autres publications ont montré que I'invalidation de
NGAL limite la protéinurie, les lIésions tubulaires et glomérulaires ainsi que le développement
de la fibrose rénale?'621°, Cependant le mécanisme d’action de NGAL dans les lésions rénales

est mal connu.

Dans cette seconde étude, j'ai donc évalué dans un premier temps le r6le de NGAL
dans les lésions rénales induites par une surcharge minéralocorticoide dans le modele NAS
puis, je me suis intéressé plus spécifiquement aux mécanismes d’action impliquant le NGAL
produit par les cellules myéloides dans le remodelage rénal induit par le challenge NAS. Ces
résultats ont été obtenus dans le cadre d’une collaboration internationale avec I'équipe
dirigée par le Dr Natalia Lopez-Andrés (Navarrabiomed, Pamplona). J'ai ainsi démontré le réle
délétere de NGAL total et plus spécifiquement du NGAL produit par les cellules myéloides dans
le développement des Iésions rénales induites par le challenge NAS. J'ai également montré
I'implication de la voie de signalisation impliquant le CCL5 et I'lL4 dans le développement de

la fibrose rénale induite par I’excés minéralocorticoide.

69



Ces résultats seront prochainement soumis P.143.

Bonnard B, Genty M, lbarrola J, Fernandez-Celis A, Lopez-Andrés N, Jaisser F. Neutrophil
Gelatinase-Associated Lipocalin has a critical role in aldosterone-induced renal fibrosis via the
macrophages-CCL5-IL4 pathways.

2.2. Résultats
2.2.1. NGAL participe a la dysfonction rénale et au remodelage rénal induit par NAS
Le challenge NAS conduit a une dysfonction rénale avec une augmentation de la
concentration plasmatique de créatinine et d’urée (Tableau 5A). L’inactivation totale de NGAL
(KO NGAL) prévient 'augmentation de la créatinine et de I'urée induit par NAS. Le challenge
NAS induit également une augmentation de la pression artérielle systolique comparé aux
souris WT controles et une hypertrophie rénale (Tableau 5A). Cette hypertension est

prévenue chez le souris KO NGAL NAS, mais pas I’hypertrophie rénale.

La coloration des coupes de reins par rouge Sirius révele que le challenge NAS conduit
au développement d’une fibrose interstitielle rénale chez les souris WT (Figure 11A). Cette
augmentation est totalement prévenue par la délétion génétique de NGAL. Les analyses
moléculaires confirment ce résultat avec une augmentation des protéines profibrotiques
telles que collagene |, collagene 1V, fibronectine et aSMA dans les reins des souris WT NAS

(Figure 11B-E). Ces modifications sont prévenues chez les souris KO NGAL NAS.
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Figure 11 : L'inhibition de NGAL réduit la fibrose rénale induite par le challenge NAS

(A) Coupes de reins colorées au rouge Sirius et quantification de la fibrose rénale ; (B)
Expression protéique par ELISA (collagene |) et (C-E) Western Blot (collagene IV, fibronectine
et aSMA) ; *P<0.05.
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Nous avons également évalué le role de NGAL sur l'infiltration des macrophages
induite par le challenge NAS. L’analyse par cytométrie de flux révele que les souris WT NAS
ont une augmentation de l'infiltration de deux sous-types de macrophages : CD11b* F4/80"e"
(R2) et CD11b* F4/80'°" (R1) (Figure 12A-C). L'implication de ces deux différentes populations
dans le développement de Iésions rénales déja été décrite dans la littérature?>>2>7 indiquant
que la population CD11b* F4/80"e" (R2) correspond a des macrophages matures et les CD11b*
F4/80"°" (R1) inclus des macrophages et des monocytes en cours de différenciation pour
devenir des macrophages. La délétion de NGAL prévient l'infiltration des CD11b* F4/80"" (R1)
mais n’a pas d’effet sur le recrutement des CD11b* F4/80"e" (R2) (Figure 12A-C). NAS
challenge augmente également linfiltration de monocytes proinflammatoires (CD11b*
Ly6C"e") et de monocytes profibrotiques (CD11b* Ly6C'°%) chez les souris WT. Ces
modifications sont limitées chez les souris KO NGAL NAS (Figure 12D et E). Les souris WT NAS
présentent une augmentation d’expression de cytokines proinflammatoires telles que /L1,
IL6, TNFa et de chemokines (MCP1 et CCL5) (Figure 12F). Alors que l'augmentation
d’expression de I'IL15 n’est pas altérée par la délétion de NGAL, I'expression des autres
cytokines/chemokines est partiellement (/IL6, TNFa et MCP1) ou totalement (CCL5) prévenue
chez les souris KO NGAL NAS (Figure 12F).
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Figure 12 : L'inhibition de NGAL réduit partiellement I'inflammation induite par le
challenge NAS

(A-B) Analyse de la population CD11b* F4/80Me" et CD11b* F4/80"°" dans la population CD45*
CD3 CD19 Ly6G" (D-E) Analyse de la population CD11b* Ly6C"e" et CD11b* Ly6C"°" dans la

population CD45* CD3" CD19 Ly6G" (F) Expression ARN de cytokines proinflammatoires ;
*P<0.05.

Pris ensemble, ces résultats montrent que NGAL participe a la dysfonction et au

développement des lésions rénales induites par I’excés minéralocorticoide.
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2.2.2. NGAL favorise I'’expression de cytokines et chemokines dans les macrophages
proinflammatoires

Le role des macrophages dans les |ésions rénales induites par I'aldostérone a déja été
démontré. En effet, la délétion de macrophages conduit a une réduction de la fibrose rénale
induite par I'aldostérone?>®. De plus, notre laboratoire a également démontré que le challenge
NAS induit surexpression de NGAL dans les macrophages®?’. Bien que les souris WT NAS
présentent une augmentation de l'infiltration de la population CD11b* F4/80"&"non prévenue
chez les souris KO NGAL NAS, I'analyse des cytokines/chemokines (IL1f, IL6, TNFa, MCP1 et
CCL5) exprimées par ces cellules montre que la délétion de NGAL réduit leur expression
(Figure 13A). Afin d’analyser plus en détail le réle de NGAL exprimé par les macrophages, j’ai
isolé des macrophages péritonéaux issus de souris WT (M® WT) et KO NGAL (M® KO NGAL).
Une fois mis en culture ces macrophages ont été co-traitées par I'aldostérone et sel (A/S). Les
M® WT traités par A/S montrent une surexpression de NGAL (Figure 13B) et de
cytokines/chemokines proinflammatoires (IL14, IL6, TNFa, MCP1 et CCL5) (Figure 13C).
Cependant, l'augmentation d’expression de I'IL6 et de CCL5 sont respectivement

partiellement et totalement prévenue dans les M® KO NGAL co-traités.
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Figure 13 : NGAL est un médiateur de I'inflammation dans les macrophages

(A) Expression ARN de cytokines proinflammatoires issus des CD11b* F4/80Me" ; (B-C)
Expression ARN de NGAL et de cytokines proinflammatoires issus des M® péritonéaux co-
traités par I'aldostérone etA/S ; ¥P<0.05.

Ces résultats montrent que NGAL est nécessaire a I’expression de cytokines/chemokines des

macrophages impliquées dans les processus inflammatoires.
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2.2.3. NGAL produit par les cellules myéloides est impliqué dans le développement

des lésions rénales induites par NAS
Afin d’étudier le role spécifique du NGAL produit par les cellules myéloides, dont font
partis les macrophages, nous avons réalisé un transfert de moelle osseuse (BM) a partir de
souris KO NGAL vers des souris WT irradiées formant ainsi des souris portant la délétion
spécifique de NGAL dans les cellules dérivées de la moelle osseuse (KO BM). Comme contréles
(WT BM), des souris WT ont également recu de la moelle osseuse provenant de souris WT

littermate aux souris KO NGAL.

Le challenge NAS induit une hypertrophie rénale et une hypertension par rapport aux
souris WT BM (Tableau 5B), comme cela a été montré précédemment dans les souris WT.
Cependant I'augmentation de la concentration de créatinine et de I'urée plasmatique induite
par le challenge NAS n’est pas significativement différente entre les souris WT BM NAS et les
souris WT BM. Ceci peut étre expliqué par les valeurs élevées de créatinine et d’urée
plasmatique dans le groupe de souris WT BM, probablement due a un effet secondaire de
Iirradiation impactant la fonction rénale des souris. Cependant, I'invalidation de NGAL dans
les cellules myéloides réduit I’"hypertrophie rénale et I’"hypertension dans les souris KO BM

NAS mais sans effets sur la dysfonction rénale induite par le challenge NAS.

L'absence d’expression de NGAL dans les cellules dérivées de la moelle osseuse,
prévient partiellement la fibrose interstitielle rénale induite par le challenge NAS (Figure 14A).
Cependant I'analyse moléculaire montre que les souris KO BM NAS sont totalement protégées
en ce qui concerne I'augmentation d’expression des protéines profibrotiques (collagene |,
collagene IV, fibronectine et aSMA) induite par le challenge NAS (Figure 14B-E). L’analyse de
I'inflammation rénale des souris KO BM NAS révele que la délétion de NGAL dans les cellules
myéloides n’améliore pas I'augmentation d’expression géniques de plusieurs
cytokines/chemokines proinflammatoires (/L15, IL6, TNFa et MCP1) (Figure 14F) mais
I’expression en ARN de CCL5 est partiellement prévenue chez les souris KO BM NAS (Figure

14F).
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Figure 14 : L’inhibition du NGAL immunitaire réduit la fibrose rénale induite par le challenge
NAS

(A) Coupes de reins colorées au rouge Sirius et quantification de la fibrose rénale; (B)
Expression protéique par ELISA (collagene 1) et (C-E) Western Blot (collagéne IV, fibronectine
et aSMA) ; (F) Expression ARN de cytokines proinflammatoires ; ¥P<0.05.

Ces résultats montrent que le NGAL produit par les cellules myéloides est impliqué dans le

développent de la fibrose rénale induite par le challenge NAS.
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L'analyse de I’expression de CCL5 dans les différents modeles montrent que la délétion
de NGAL limite la surexpression de cette chemokine dans les reins de souris KO NGAL et KO
BM (Figure 12A et 14F), dans les macrophages CD11b* F4/80"&" et péritonéaux (Figure 13A et
C). L'analyse des reins des souris KO NGAL NAS et KO BM NAS montre que I'augmentation
d’expression protéique de CCL5 induite par le challenge NAS, est prévenue par la délétion

totale de NGAL ou spécifique aux cellules myéloides (Figure 15A et B).
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Figure 15 : La délétion totale et cellule myéloide spécifique de NGAL préviennent
I'expression de CCL5 induite par le challenge NAS
(A-B) Expression de CCL5 par ELISA ; *¥P<0.05.

Ces résultats suggérent que CCL5 pourrait participer aux effets déléteres de NGAL activé par

I’excés minéralocorticoide.

2.2.4. Etude de la signalisation de NGAL dans le développement de la fibrose rénale
induit par NAS
2.2.4.1. Le blocage de la signalisation CCL5 limite la fibrose rénale
La chemokine CCL5 est impliquée dans le recrutement de cellules immunitaires et a
déja été identifiée comme étant un médiateur de la dysfonction rénale et du développement
de la fibrose rénale notamment par une diminution de l'infiltration des lymphocytes T2°9-262,
Afin d’étudier le réle de CCL5 dans les |ésions rénales induites par le challenge NAS, nous avons
traités un groupe de souris NAS par un antagoniste du récepteur de CCL5 : le maraviroc

(MARA).
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Les souris NAS recevant le maraviroc (NAS + MARA) n’ont pas d’amélioration de leur
fonction rénale ou de I'hypertrophie rénale, ni de I’hypertension induite par le challenge NAS
(Tableau 5C). Cependant, la fibrose interstitielle rénale analysée chez les souris NAS est
réduite de 33% chez les souris NAS + MARA (Figure 16A). De maniére similaire, I'analyse de
I’expression des protéines profibrotiques montre que I'expression de collagéne |, collagéene IV
et aSMA qui est augmentée par le challenge NAS, est prévenue par I'administration de MARA
(Figure 16B-C et E). L’hétérogénéité des résultats pour la fibronectine ne permet pas de
conclure sur I'effet du MARA sur I'expression de cette protéine (Figure 16F). L’analyse des
parametres inflammatoires montre que le MARA ne modifie pas 'augmentation d’expression
génique des cytokines/chemokines proinflammatoires (/IL14, IL6, TNFa, MCP1 et CCL5) induite
par le challenge NAS (Figure 16F).
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Ces résultats montrent que CCL5 est impliquée dans le développement de la fibrose rénale

induite par le challenge NAS.
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2.2.4.2. Implication de la CCL5 dans le recrutement des Th2 CD4*

CCL5 est une des nombreuses chemokines sécrétées qui jouent un role prépondérant
dans le recrutement des lymphocytes T au site d’inflammation?®3. Les lymphocytes T sont
impliqués dans la réponse immunitaire adaptative et participent au développement de la
fibrose rénale?®*. Les lymphocytes T sont sous divisés en différents sous types avec diverses
fonctions dans l'inflammation. Cependant, les 2 principaux sous types sont les lymphocyte T
cytotoxiques CD8* (Tc) et les lymphocytes T helper CD4* (Th) pour leur rdle respectif dans la
lyse des cellules et dans la régulation de I'inflammation. Au sein du sous type Th CD4*, nous
pouvons différencier les Th1 et les Th2 qui ont des réles opposés dans le remodelage tissulaire.
Alors que les Th1 ont un réle proinflammatoire et antifibrotique (via I'expression de IFNy), les
Th2 contribuent directement au développement de la fibrose via la sécrétion de cytokines
profibrotiques tels que IL13 et IL4. Cependant, le role des Th2 CD4* dans le développement
de la fibrose rénale est controversé. Shapell et al. ont montré que les Th CD4* ne contribuent
pas aux lésions rénales dans un modéle OUU?% mais deux différentes équipes ont démontré
que les Th2 CD4* participent spécifiquement au développement de la fibrose rénale26®2¢7, J'ai
donc étudié l'implication de CCL5 dans le recrutement des différents sous types de

lymphocytes T dans le rein lors d’un challenge NAS.

Le challenge NAS induit une augmentation d’expression de CD3, marqueur commun
des différents sous types de lymphocytes, qui est prévenue chez les souris NAS + MARA (Figure
17A). L'expression génique de CD8 et CD4 qui sont respectivement les marqueurs des Tc et Th
est augmentée chez les souris NAS et est partiellement prévenue par le traitement de MARA
(Figure 17A). De plus, I'analyse d’expression des cytokines IFNy et IL4 (respectivement
marqueurs spécifiques des Th1l et Th2) montre que le challenge NAS induit une surexpression
de /L4 mais pas de IFNy(Figure 17A). L’augmentation d’expression génique de CD4 et IL4 induit
chez les souris NAS suggere que le challenge NAS conduit au recrutement des Th2 CD4*.
L'administration de MARA prévient I'augmentation d’expression de /L4 suggérant que la
signalisation de la chemokine CCL5 est impliquée (Figure 17A). De fagon cruciale pour mon
travail, j’ai pu montrer des résultats similaires sont obtenus chez les souris KO NGAL et KO BM
(Figure 17B-C) : la délétion totale de NGAL permet de réduire l'infiltration des lymphocytes T
(CD3, CD8 et CD4) induite par le challenge NAS (Figure 17B). De plus, j'ai montré que

I'expression de CD4 et IL4 est respectivement limitée et prévenue chez les souris KO BM NAS,
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suggérant que le NGAL produit par les cellules dérivées de la moelle osseuse participerait

directement au recrutement des Th2 CD4* aux sites de lésions rénales induites par I'exces

minéralocorticoide (Figure 17C).
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Figure 17 : Reductlon d’expressmn des marqueurs Th2 CD4"* dans les différents modéles

utilisés

(A-C) Expression ARN de marqueurs lymphocytes T totaux (CD3), Tc (CD8), Th (CD4) et des
cytokines IL4 et IFNy; ¥*P<0.05.

L’analyse par cytométrie en flux montre que le challenge NAS induit une augmentation

de l'infiltration des lymphocytes T CD3* CD4* (Figure 18A) associée a une surexpression de

I'IL4 par ces cellules (Figure 18B). D’autre part, j'ai également montré que I'expression d’/L4

est corrélée a la fibrose rénale et a l'expression des protéines impliquées dans le

développement de la fibrose telles que collagene I, collagene IV et fibronectine (Figure 18C-

F).
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Figure 18 : Le challenge NAS induit une surexpression d’IL4 par les CD3* CD4" corrélée au
développement de la fibrose rénale et des protéines associées

(A) Analyse de la population CD3* CD4* dans la population CD45* CD3" CD19 Ly6G"; (B) MFI
IL4 dans la population CD3* CD4* ; (C-F) Etude de la corrélation entre I'expression d’IL4 et la
fibrose rénale (C) et de I'expression des protéines profibrotiques (D-F) ; ¥p<0.05

Pris ensemble ces résultats suggerent que NGAL, via la signalisation de CCL5, est impliquée

dans le recrutement des Th2 CD4* qui favoriserait le développement de la fibrose rénale via

la sécrétion d’IL4.
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2.2.4.3. FEtude du role de I'lL4 dans le développement de la fibrose rénale
2.2.4.3.1. La neutralisation de la cytokine Th2 IL4 limite la fibrose rénale
Le role profibrotique de I'lL4 est décrit dans divers tissus (reins, coeur, foie et peau) et
contextes pathologiques?®®272, Afin d’évaluer le role de I'lL4 dans le développement de la
fibrose rénale induite par le challenge NAS, j’ai injecté un groupe de souris NAS avec des
anticorps anti-IL4 neutralisant (NAS + IL4 AB). Des souris NAS injectées par l'isotype IgG1 (NAS

+1gG1) ont servi de contréles a I'effet des anticorps anti-IL4 neutralisant.

Les souris NAS + IL4 AB ont une hypertension artérielle et une dysfonction rénale
(concentration plasmatique de créatinine) similaires aux souris NAS + I1gG1 (Tableau 5D). De
plus, I'hypertrophie rénale induite par le challenge NAS n’est pas améliorée par
I’administration d’anticorps anti-IL4. Cependant les souris NAS + IL4 AB présentent une
atténuation de la fibrose rénale induite par le challenge NAS (Figure 19A). Ces résultats sont
soutenus par I'analyse de I'expression des protéines profibrotiques (collagene |, fibronectine
et aSMA) qui est augmentée par le challenge NAS et prévenue par I'administration d’anticorps
anti-IL4 (Figure 19B et D-E). L'hétérogénéité des résultats concernant I'expression de
collagene IV ne permet pas de conclure mais le groupe de souris NAS + IL4 AB montre une

tendance a la réduction de I'expression de collagéne IV (Figure 19C).
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Figure 19 : La neutralisation de I'lL4 réduit la fibrose rénale induite par le challenge NAS
(A) Coupes de reins colorées au rouge Sirius et quantification de la fibrose rénale ; (B)
Expression protéique par ELISA (collagene |) et (C-E) Western Blot (collagéne IV, fibronectine
et aSMA) ; ¥P<0.05.

Les souris NAS + 1gG1l présentent une augmentation d’expression des cytokines
proinflammatoires (/IL14, IL6, TNFo, MCP1 et CCL5). 'administration d’anticorps neutralisant
anti-IL4 n’a pas d’effet chez les souris NAS + IL4 AB (Figure 20A). Il est important de noter que
dans cette expérience que I'augmentation de I'expression de CD4 induite par le challenge NAS,
n’est pas modifiée par 'administration d’anticorps anti-IL4 (Figure 20B). Dés lors, on ne peut
pas attribuer les effets bénéfiques de I'inhibition de I'lL4 a une diminution de l'infiltration des

Th2 CD4* mais bien a une diminution de I’activité IL4.
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Figure 20 : La neutralisation de I'lL4 ne prévient ni I'inflammation ni la surexpression de
CD4 induite par le challenge NAS
(A) Expression ARN de cytokines proinflammatoires (B) et de CD4 ; ¥*P<0.05

Pris ensemble, ces résultats montrent que I'IL4 est impliquée dans le développement de la
fibrose rénale induite par I’excés minéralocorticoide sans modification de I'inflammation

rénale.

2.2.4.3.2. L'inhibition de la signalisation de I'lL4 réduit le phénotype
profibrotique et proinflammatoires de fibroblastes rénaux

J'ai ensuite étudié le role profibrotique direct de I'lL4 sur des fibroblastes de reins

isolés a partir de souris WT (MKF). La Figure 21A montre que le traitement des MKF par I'lL4
induit une augmentation de la phosphorylation de STAT6. De plus, I'lL4 induit I’activation des
fibroblastes comme le montre I'augmentation d’expression de @SMA et vimentin (Figure 21B).
Le traitement des fibroblastes par I'lL4 favorise I'expression de facteurs autocrines (IL14, IL6,
TGF[ et FGF2) (Figure 21C) et induit également une augmentation des genes profibrotiques
(collageéne I, collagéne 1V, fibronectine et fibrillin) participant au développement de la fibrose
(Figure 21D). De plus, l'analyse du surnageant des MKF traités par I'lL4 révéle une

augmentation de collagene | sécrété comparé aux cellules contréles (Figure 21E). L'inhibition
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de la voie de signalisation STAT6 (IL4 + AS) prévient 'ensemble de ces modifications

démontrant le réle profibrotique de I'lL4 en activant la signalisation STAT6 dans les

fibroblastes rénaux.
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Figure 21 : l'inhibition de STAT6 prévient I'effet proinflammatoire/profibrotique de I'lL4
dans des MKFs

(A) Expression protéique de STAT6 et de sa forme phosphorylée par Western Blot (B-D)
Expression ARN des marqueurs d’activation des fibroblastes (A) cytokines proinflammatoires

(C) et de geénes profibrotiques (D) ; (E) Expression protéique de collagene | par ELISA dans le
surnageant des MKFs traités ; ¥*P<0.05

Ces résultats suggerent que I'lIL4 sécrétée par les Th2 CD4* contribuerait au développement
de la fibrose rénale induite par le challenge NAS via I’activation de la voie de signalisation
STAT6 au sein des fibroblastes qui vont ainsi contribuer a la surexpression de protéines

impliquée dans le remodelage tissulaire.
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2.2.5. Conclusion

L'ensemble des résultats de cette étude suggére que la surcharge minéralocorticoide
favorise I'expression de NGAL produit par les macrophages proinflammatoires conduisant a
I'expression de CCL5 qui, par son role chemoattractant, participe au recrutement des TH2
CD4* qui sécretent de I'lL4 induisant I'activation des fibroblastes rénaux conduisant a la

sécrétion de protéines impliquées dans le développement de la fibrose rénale (FIGURE).

A
e i W 0 i
CONTROL
27.9140.91 25.04+0.93* 30.40+0.35 27.41+0.44*
8.95+0.44 18.25+1.38* 9.70+0.45 18.78+0.53*
117.242.01 132.3+4.60* 111.8+1.75 116.8+1.344
9.71+0.40 14.14+0.77* 8.44+0.62 11.17+0.464#
5.84+0.32 7.1140.20* 6.15+0.37 5.82+0.25#
B
e T R =
CONTROL CONTROL
27.0+1.69 23.75+1.35 27.27+1.44 21.75+2.84
11.81+1.26 14.69+1.45* 12.05+1.66 11.75+2.35#
102.9+11.58 133.1+11.8* 100.449.53 115.8+12.6$#
12.61+1.38 15.34+1.61 17.55+2.76 17.14+1.90
6.18+0.37 7.26+0.39 9.12+1.12 11.12+1.32
C
| Sommicmmcawla | oWmOL | WS (WS
28.12+0.66 26.03+0.27* 25.67+0.37*
9.03+0.28 15.81+0.60* 15.79+0.50*
118.6+1.90 130.3+1.38* 131.3+2.20*
11.02+0.54 18.60+0.67* 16.41+1.13*
7.76+0.27 9.98+0.47* 9.75+0.25*
D
I M N
26.20+0.26 24.56+0.38 24.93+0.50
8.64+0.21 19.30+0.73* 17.57+0.43*
121.2+4.11 141.7+2.70* 142.2+3.07*
8.48+0.63 12.40+0.84* 12.22+0.41*
6.62+0.57 8.31+0.61 9.59+0.80*

Tableau 5 : Paramétres physiologiques des différents modéles utilisés
(A) *¥P<0.05 vs WT CONTROL #p<0.05 vs WT NAS ; (B) *P<0.05 vs WT BM CONTROL #p<0.05
vs WT BM NAS $p<0.05 vs KO BM CONTROL ; (C-D) *P<0.05 vs CONTROL
2.3. Discussion
NGAL est connu comme étant un biomarqueur de dysfonction rénale. En effet,
I'augmentation de la concentration plasmatique de NGAL est associée aux lésions rénales

présentes chez des patients en IRC et est corrélée a la progression de I'[RC?73274, Au cours de

cette étude, nous avons montré que I'absence totale d’expression de NGAL dans un modéle
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de délétion génique prévient la dysfonction et les lésions rénales induites par le challenge
NAS. Précédemment, Viau et al. ont montré que des souris KO NGAL sont également
protégées de la fibrose rénale et des lésions tubulaires et glomérulaires dans un modeéle d’IRC
induite par néphrectomie subtotale?!®. Dans un autre modéle d’IRC induite par I'injection
d’anticorps anti-GBM, les souris portant la délétion de NGAL ont une protéinurie réduite

comparé aux souris WT?219,

Les cellules immunitaires jouent un rdle prépondérant dans les processus
inflammatoires notamment dans les pathologies rénales?’>. Notre équipe a récemment publié
un article montrant que la délétion spécifique de NGAL dans les cellules myéloides protege les
souris du remodelage cardiaque induit par le challenge NAS?%’. Dans cette étude, j’ai montré
que les souris KO BM sont partiellement protégées du développement de la fibrose rénale
induite par I'exces minéralocorticoide. La délétion spécifique de NGAL par le tissu adipeux
prévient l'infiltration de macrophages et du développement de la fibrose rénale induite par le
challenge NAS?%°, Cette étude montre que la délétion de NGAL dans le rein ne prévient pas les
|ésions tubulaires et glomérulaires induites par NAS. Les auteurs de I’étude suggerent alors
que le NGAL produit le tissu adipeux représenterait une source majeure de NGAL pouvant
provoquer les lésions rénales indépendamment de I'expression génique locale. Ceci differe de
nos conclusions puisque je montre un effet important du NGAL produit par les macrophages

dans la production de CCL5 sous I'effet de la stimulation aldostérone-sel.

NGAL exprimé par les macrophages est déterminant dans leur polarisation?’®2’7, En
effet, I'inhibition de NGAL réduit I'expression de marqueurs de macrophages M1 (iNOS) et
augmente |'expression de marqueurs de macrophages M2 (ARG1l) dans un modele de
transplantation cardiaque?’®. Au cours de ce travail j’ai démontré que NGAL est un médiateur
de I'expression de cytokines proinflammatoires et de la polarisation des macrophages M1
(résultats préliminaires) lors du co-traitement A/S. Pour parfaire ce résultat nous développons
actuellement un modéle avec délétion ciblée de Lcn2/NGAL dans les macrophages. Ce modéle
sera soumis a un challenge NAS et nous pourront ainsi étudier |'impact rénal.

Parmi les cytokines surexprimées par les macrophages co-traités avec A/S, j’ai identifié la
chemokine CCL5, connue pour son rble chemoattractant de cellules immunitaires. Il a

d’ailleurs été précédemment montré que CCL5 est une cytokine modulée par I'angiotensine Il
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dans le rein?’827°_ )’ai également montré que I'expression de CCL5 est prévenue dans les reins
des souris KO NGAL et KO BM exposées au challenge NAS. Dans la littérature, il a été rapporté
que CCL5 est impliqué dans les lésions rénales dans divers modeéles d’IRA et d’IRC?%, Au cours
de notre étude, j'ai démontré le role profibrotique de CCL5 dans les Iésions rénales induites
par I'excés minéralocorticoide. D’autres études ont également montré I'effet protecteur du
blocage du CCR5 : l'utilisation d’anticorps neutralisant anti-CCL5 montre une réduction de
I'inflammation (diminution de l'infiltration de lymphocytes T et de macrophages) et du
développement de la fibrose interstitielle rénale associée a une diminution de I'activation des
fibroblastes dans un modeéle d’OUU?®°, A partir du méme modeéle pathologique, Lefebvre et
al. ont démontré que le co-blocage de CCR2 et CCR5 permet une réduction du développement
de la fibrose rénale?>°. Il faut noter toutefois que la délétion génétique de CCR5 dans un
modeéle DOCA + angiotensine Il n"améliore pas les lésions rénales?®!. Cependant cette étude
montre une surexpression compensatoire de CCL3 qui en se liant au récepteur CCR1 serait
également impliquée dans l'infiltration de macrophages dans un modéle d’IR?%2, De maniére
similaire, dans un modele de lésions rénales induites par infusion d’angiotensine Il, la délétion
de CCL5 aggraverait I'inflammation et la fibrose rénale?83. Cependant, il est également montré
que les souris KO CCL5 présentent une augmentation d’expression de CCL2 (MCP1) qui est
directement impliquée dans le développement de lésions rénales?®*. Comme CCL5 est
impliquée dans le recrutement de cellules immunitaires, j’ai pu montrer que les Th2 CD4*, via
la sécrétion d’IL4, pourraient étre impliqués dans le développement de la fibrose rénale

induite par le challenge NAS.

Le role des lymphocytes T CD4* dans les pathologies rénales est plus controversé. Bien
gu’une étude montre que linfiltration des lymphocytes n’est pas nécessaire dans le
développement des lésions tubulaires dans un modéle OUU?%, deux études plus récentes
montrent le réle essentiel des Th2 CD4* dans le développement de la fibrose rénale?6®267, En
effet, Liu et al. ont montré que le sous type de lymphocytes T Th2 CD4* était le plus produit
par la rate dans la phase tardive de I'OUU alors que les Thl CD4*sont plus présents dans la
phase précoce suite a l'intervention. De plus, les auteurs de cette étude ont montré que
I’administration de Th2 CD4* a un effet additif a 'OUU sur I'activation des fibroblastes et le

dépot de fibrose rénale.
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Le réle profibrotique de I'lL4 est décrit dans divers tissus et pathologies?®®22, Dans
notre étude j’ai montré que la neutralisation de I'lL4, une cytokine essentiellement sécrétée
par les Th2 CD4*, réduit de 40% le développement de la fibrose rénale induite par la surcharge
minéralocorticoide. De plus j’ai montré que I'lL4 favorise 'activation des fibroblastes et induit
I'expression de genes profibrotiques par des fibroblastes rénaux via la voie de signalisation
STAT6. Dans la littérature, I'implication de I'lL4 dans le développement dans les |ésions rénales
a déja été référencée. En effet, la délétion du récepteur o a I'lL4 (IL4Ra) dans les fibroblastes
issus de la moelle osseuse protege les souris du développement de la fibrose rénale induite
par ’OUU?%8, De plus, I'inhibition de la voie de signalisation JAK3/STAT6 a également montré
une diminution de l'infiltration immunitaire et du développement de la fibrose rénale dans un
modeéle d’OUU%, Le réle profibrotique de I'lL4 a également été évalué dans d’autres tissus
tels que le foie ou la délétion de IL4Ra prévient de I'inflammation et de la fibrose hépatique
induite par I'administration de CCL4%’l. ’administration d’anticorps neutralisant anti-IL4
proteége les souris de la fibrose dermique dans un modéle de sclérose systémique?’2. Les souris
portant une délétion génétique pour IL4 sont protégées du remodelage cardiaque induit par
I’administration d’angiotensine 112%°. Des résultats similaires ont été obtenus par I'injection
d’anticorps neutralisant anti-IL4 dans un modéle de constriction aortique?’°. Enfin, il a été
montré que chez les patients souffrant d’IC, la concentration urinaire de I'lL4 est positivement

corrélée a la fibrose cardiaque®®®,
Cette étude a permis de montrer que le NGAL produit par les cellules issues de la

moelle osseuse, via la signalisation CCL5/IL4, est impliqué dans les lésions rénales induites par

la surcharge minéralocorticoide.

91



3. Développement d’un antagoniste de NGAL : Effets bénéfiques dans des

modeles in vitro et in vivo

3.1. Introduction
Lidentification et le r6le pathologique de NGAL ont déja été abordés dans
I'introduction générale de ce manuscrit et dans la partie précédente. Des lors, NGAL est
désigné comme étant une cible thérapeutique potentielle dans les pathologies
cardiovasculaires, rénales et métaboliques. Il est donc nécessaire de trouver un inhibiteur de
NGAL qui pourrait ainsi prévenir ses effets déléteres dans le remodelage et I'inflammation

tissulaire.

Afin d’identifier un inhibiteur de NGAL, le laboratoire a collaboré avec la société
Greenpharma basée a Orléans. La stratégie a été de trouver une molécule pouvant interagir
avec NGAL en empéchant son interaction avec son récepteur bloquant ainsi la signalisation
induite par la protéine NGAL. L’analyse de la structure 3D de NGAL a révélé que 2 sites
périphériques contenant de nombreux résidus permettant son interaction avec d’autres
protéines pouvaient servir de cible a ces inhibiteurs. Un vaste screening virtuel visant a tester
I'interaction entre diverses petites molécules et NGAL a permis de sélectionner 32 molécules
pouvant avoir une forte interaction avec les sites de liaison de NGAL. Une fois synthétisées,
ces 32 molécules ont été testées in vitro a I'aide de fibroblastes cardiaques humains (HCF). La
premiere étape était d’identifier un contréle positif simple pour suivre les effets de NGAL
recombinant. Le laboratoire a montré précédemment que NGAL recombinant induit
directement la sécrétion d’IL6 et de collagene | dans le surnageant des HCF traités par NGAL
recombinant. De plus I'effet de I'aldostérone sur la production d’IL6 et de collagene | est
bloqué par des siRNA empéchant I'expression de NGAL'’. La sélection des inhibiteurs de
NGAL a ainsi été réalisée sur leur capacité d’inhiber la sécrétion d’IL6 induite par NGAL
humaine recombinante dans les HCF (en cours de publication, brevet déposé). Ainsi, nous

avons sélectionné plusieurs molécules inhibitrices de NGAL dont une qu’on appellera GP1.
L’objet de cette étude était de tester I'effet de GP1 sur le remodelage et I'inflammation

rénale dans un modele d’IRC induite par néphrectomie subtotale, ainsi que dans un modele

d’hypertension sensible au sel. Ces résultats ont été obtenus avec I’étroite collaboration de
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Greenpharma qui a fourni le GP1. Les résultats montrent I'effet de GP1 sur des fibroblastes
primaires de rein de souris stimulés par NGAL murin recombinant et la preuve de concept de
I'efficacité du GP1 dans un modele d’IRC induite par néphrectomie subtotale. De plus nous

montrons que GP1 prévient I’hypertension sensible au sel.

Les résultats de cette étude ont été soumis au journal Scientific Report P.143.

Bonnard B, Martinez-Martinez E, Fernandez-Celis A, Do QT, Ramos |, Rossignol P, Faiez Z,
Mulder P, Ouvrard-Pascaud A, Lopez-Andrés N, Jaisser F. Antifibrotic effect of novel neutrophil
gelatinase-associated lipocalin inhibitors in cardiac and renal disease models

3.2. Résultats
3.2.1. Identification de GP1 et preuve de concept dans l‘infarctus du myocarde
3.2.1.1. invitro : inhibition des effets de NGAL par GP1 dans les HCFs
Ce travail a été réalisé par le chercheur postdoctoral Ernesto Martinez-Martinez et
présente I'efficacité de GP1 sur les processus proinflammatoires et profibrotiques dans des

fibroblastes cardiaques humains et dans un modele d’infarctus du myocarde chez la souris

Le traitement des HCFs par du NGAL recombinant induit une augmentation de 40% de
la prolifération cellulaire prévenue chez les HCFs co-traités par NGAL + GP1 (Figure 22A). NGAL
favorise I’expression de protéines profibrotiques et proinflammatoires : I'analyse du
sécrétome des HCFs révéle une augmentation de la sécrétion de collagéne | et d’IL6 (Figure
22B). De plus, NGAL recombinant induit une surexpression intracellulaire de collagéne |,

collagéne Il et de fibronectine (Figure 22C). Ces modifications sont prévenues par le GP1.
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Figure 22 : L'inhibition de NGAL par le GP1 inhibe les effets prolifératifs et profibrotiques
de NGAL dans les HCFs

(A) Prolifération des HCFs ; (B) Expression de IL6 et collagéne | dans le surnageant des HCFs ;
(C) Expression des protéines intracellulaires par Western Blot ; ¥*P<0.05

Il a été montré au laboratoire que I'inhibition de NGAL par siRNA bloque la production
de collagéne | induit par I'aldostérone dans les HCFs'®’. Nous avons donc étudié I'effet de
I'inhibition de NGAL par le GP1 dans ce contexte profibrotique. Le traitement des HCFs par
I'aldostérone induit une augmentation d’expression de I'IL6 et de collagene | prévenue par le

GP1 (Figure 23).
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Figure 23 : Le GP1 inhibe la sécrétion d’IL6 et de collagéne | induite par I’aldostérone dans
les HCFs
Expression de IL6 et collagéne | dans le surnageant des HCFs ; *P<0.05

Ces résultats montrent que le GP1 prévient le role profibrotique et proinflammatoire

induit par NGAL et I’aldostérone dans les HCFs.

3.2.1.2. invivo : GP1 limite le remodelage cardiaque induit par IM

I a été montré au laboratoire que l'invalidation génétique de NGAL prévient le
remodelage et la dysfonction cardiaque induite par I'IM'¥’. L’administration de GP1 (100
mg/kg/j) a des souris post-IM (Ml + GP1) améliore la diminution de la fraction de
raccourcissement résultant de la diminution relative (non significative) du diametre du
ventricule gauche (en diastole et systole ; LVEDD et LVESD) comparé au souris IM non traitées
(MI) (Tableau 6). Les parameétres LV dP/dtmax (p=0.07) et dP/dtmin représentant
respectivement I'augmentation et la diminution de la pression dans le ventricule gauche (LV)
servant d’indicateurs globales de la contractilité du LV et de la fonction diastolique sont altérés
par I'IM et améliorés chez les souris Ml + GP1 (Tableau 6). De plus, les courbes
pression/volume montrent une amélioration de la LVEDP chez les souris traitées par le GP1
indiquant une amélioration de la compliance du LV alors que I'augmentation de la LVESP
(indiquant un défaut de contractilité du LV) n’est pas modifiée par le GP1 (Tableau 6). Des

résultats similaires ont été obtenus avec I'inhibition génétique de NGAL*’.
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8.5+0.4 10.9+0.4* 11.3+0.8*
LVW/TL (mg/mm) 6.240.3 8.310.3* 8.840.6*
BT 333:0.08 6.3110.12* 5.88+0.39*
BT 2.03:0.05 5.4740.13* 4.90+0.39*
L FS(%) 00000 | 39+0.93 13.4+1.0* 17.241.3*
0.09240.003 0.062+0.005* 0.086+0.0044#
39.74£2.0 29.4+1.9* 47.143.3#
2.7340.95 5.9110.49* 4.41%0.57
BTSN 85.05+1.39 78.8242.76 82.31+4.22
52204229 3894+259* 45011320
48744550 31174253* 4487+413#
6.05+0.30 7.9740.45* 6.08+0.27#
4.43+0 .20 5.820.32* 4.33+0.21#

I M O s

Tableau 6 : L'inhibition de NGAL par le GP1 prévient la dysfonction cardiaque induit par

’'im
*P<0.05 vs SHAM #p<0.05 vs Ml

L'analyse de la fibrose cardiaque révele que les souris MI présentent une
augmentation de la fibrose interstitielle cardiaque prévenue chez les souris MI + GP1 (Figure
24A). Ce résultat est confirmé par I'analyse moléculaire montrant une augmentation
d’expression de protéines profibrotiques (collagéne I, CTGF et aSMA) induite par I'lM et limité
par I'administration de GP1 (Figure 24B-D). De plus, les cceurs des souris Ml + GP1 ont une

réduction de parametres proinflammatoires (IL6, CD80 et CD86) induite par I'IM (Figure 24E).
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Figure 24 : L'inhibition de NGAL par le GP1 prévient le remodelage cardiaque induit par
I’'im

(A) Coupes de cceur colorées au rouge Sirius et quantification de la fibrose cardiaque ; (B)
Expression des protéines profibrotiques ; (C) Expression des protéines proinflammatoires ;
*P<0.05

Pris ensemble, ces résultats montrent le réle protecteur du GP1 dans les dysfonctions et
lésions cardiaques induites par I'IM. Ces effets reproduisent parfaitement ce qui est observé

dans le modéle murin avec inactivation génique globale de NGAL.
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3.2.2. L’inhibition de NGAL par GP1 limite le développement de la fibrose rénale
3.2.2.1. GP1limite I’activation des fibroblastes rénaux

J'ai étudié I‘effet de GP1 sur les effets profibrotiques de NGAL dans des MKFs. NGAL
recombinant murin induit I'activation des MKFs par I'laugmentation d’expression de aSMA et
vimentin (Figure 25A). De plus, le traitement des fibroblastes rénaux par NGAL favorise
I'expression de facteurs autocrines (IL13, IL6 et FGF2) (Figure 25B) et également une
augmentation des génes profibrotiques (collagéne |, fibronectin et fibrillin) participant au
développement de la fibrose (Figure 25C). Ces modifications sont prévenues par I'inhibition

de NGAL par GP1 (NGAL + GP1).
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Figure 25 : L'inhibition de NGAL par le GP1 inhibe les effets proinflammatoires et
profibrotiques de NGAL dans les MKFs

(A-C) Expression ARN des marqueurs d’activation des fibroblastes (A) facteurs autocrines (B)
et de génes profibrotiques (C) ; ¥P<0.05
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3.2.2.2. GP1 réduit le remodelage rénal induit par I'IRC

Viau et al. ont démontré que l'invalidation génétique de NGAL protége des lésions
rénales dans un modeéle d’IRC induit par néphrectomie subtotale?!®. La néphrectomie
subtotale induit une dysfonction rénale illustrée par I'augmentation de la concentration
plasmatique de créatinine et d’urée chez les souris CKD (Tableau 7). L’administration de GP1
(100 mg/kg/j) n"améliore pas la dysfonction rénale des souris CKD + GP1. Cependant,
I’hypertension induite par I'IRC est largement diminuée chez les souris traitées par le GP1
(Tableau 7).
La coloration au rouge Sirius révele que le GP1 prévient le développement de la fibrose rénale
induite par I'IRC (Figure 26A). De maniére similaire, I'expression de génes codant pour des
protéines profibrotiques (collagéne I, fibronectin et aSMA) (Figure 26B) est prévenue dans le
rein des souris CKD + GP1 alors que I'expression des génes proinflammatoires (/IL6, MCP1 et

TNF ) est inchangée (Figure 26C).

General characteristics m“ CKD + GP1

| Bodyweight(g) = | 30.9+0.45 31.9+0.42 31.7+0.46

9.40+0.26 11.540.42* 11.3+0.23*
115+0.75 139.3+2.22* 122.1+2.584
4.14+1.30 21.5+1.45* 20.4+1.54*

Plasma Urea level (mM) 7.11+0.34 15.24+0.36* 16.74+1.86*

Tableau 7 : L’inhibition de NGAL par le GP1 prévient I’hypertension sans amélioration de la
dysfonction rénale induite par I'IRC
*P<0.05 vs SHAM #p<0.05 vs CKD
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Figure 26 : L'inhibition de NGAL par le GP1 prévient le développement de la fibrose rénale
induite par I'IRC

(A) Coupes de reins colorées au rouge Sirius et quantification de la fibrose rénale ; (B-C)
Expression ARN de génes profibrotiques (B) et proinflammatoires (C) ; *P<0.05

L'inhibition de NGAL par le GP1 prévient le développement de la fibrose interstitielle

rénale induite par I'IRC.
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3.2.3. L’inhibition de NGAL par GP1 limite I'hypertension sensible au sel

Nous avons vu précédemment (paragraphe 2.2.1, P.66) que la délétion de NGAL
prévient I’hypertension induite par le challenge NAS (Tableau 5A) suggérant I'implication de
NGAL dans la régulation de la pression artérielle. Des résultats préliminaires montrent que les
souris KO NGAL sous régime pauvre en sel (0%) présentent une diminution de leur pression
artérielle systolique comparé aux souris WT (Résultats en cours de publication). Cette
diminution est prévenue lors de la reprise a un régime normale contenant 0.3% de sel. Dans
ce travail, jai montré que le GP1 prévient I'hypertension des souris CKD (Tableau 7) et j'ai
donc étudié I'effet de GP1 dans un modeéle d’hypertension sensible au sel (modéle traité par
L-NAME associé a un régime riche en sel (HSD)).
L’hypertension observée chez les souris L-NAME + HSD est prévenue par I'administration du
GP1, montrant ainsi que l'inhibition de NGAL par le GP1 module la pression artérielle

pathologique (Figure 27).
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Figure 27 : L'inhibition de NGAL par le GP1 prévient I’hypertension induite par le co-
traitement L-NAME + HSD
*P<0.05

L'inhibition de NGAL par le GP1 prévient I'augmentation de la pression artérielle dans un

modeéle d’hypertension sensible au sel.

3.2.4. Conclusion
L'ensemble de ces résultats confirment que NGAL est une cible thérapeutique
potentielle dans le développement des Iésions cardio-rénales et de I'hypertension artérielle

et que le développement de I'antagoniste de NGAL, GP1, réduit les effets déléteres de NGAL.
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3.3. Discussion
La mesure de la concentration plasmatique de NGAL est utilisée comme biomarqueur
de linsuffisance rénalel’*1’>, Cependant, 'augmentation de la concentration plasmatique
NGAL dans le plasma est également associée a la mortalité de patients souffrant d’IC'”7,
indépendamment d’une dysfonction rénale!’®. Dans notre étude nous nous sommes

intéressés a I'effet de I'inhibition de NGAL par le GP1 dans un contexte d’IC puis dans I'IRC.

Notre laboratoire a déja identifié NGAL comme médiateur du remodelage et de
I'inflammation cardiovasculaire dans des modéles d’IC197:204207 Dans le modéle d’IC induite
par le challenge NAS, notre équipe a montré que la délétion génétique de NGAL prévient le
développement de la fibrose périvasculaire cardiaque associée a une diminution d’expression
de collagéne | dans I'aorte?®*. De plus cette étude montre que la concentration plasmatique
de PINP (marqueur de maturation du collagene 1) augmentée par le challenge NAS, est
prévenue chez les souris KO NGAL. Dans un modele d’IM, similaire a celui utilisé dans ce
travail, notre équipe a pu mettre en évidence I'implication de NGAL dans la dysfonction et le
remodelage cardiaque induit par I'lM*’, Cet article suggére que la voie de signalisation NF-«kB
serait impliquée dans les effets profibrotiques de NGAL. Dans ce manuscrit nous avons pu voir
que le GP1 mime les effets de la délétion génétique de NGAL pour la prévention de la
dysfonction et du remodelage cardiaque bien que nous n’ayons pas répété ici le groupe de

souris KO NGAL + Ml afin de comparer statistiquement I'effet du GP1 a I'effet du KO NGAL.

Pour étudier les effets de GP1 dans un modele d’IRC induit par néphrectomie
subtotale, j’ai utilisé la souche de souris FVB/N identique a celle utilisée par Viau et al?'® avec
le modele KO NGAL. Dans un précédent article, cette équipe avait démontré que la souche de
souris FVB/N développait d’avantages de lésions induites par néphrectomie subtotale que la
souche B6D2F12%%’. De plus, Viau et al. montrent que I'induction de NGAL est 10 supérieure
dans le rein des souris FVB/N néphrectomisées comparé aux souris B6D2F1 néphrectomisées .
Dans cet article, il est montré que les souris ayant la délétion génétique de NGAL sont
protégées du développement de fibrose interstitielle rénale et des Iésions tubulaires et
glomérulaires. Ceci est associé a une réduction de I'apoptose. De plus, les souris KO NGAL
présentent une amélioration de la dysfonction rénale (réduction de la concentration

plasmatique de créatinine et d’urée) par I'IRC. Le traitement par le GP1 permet également
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une réduction de la fibrose rénale. Cependant j’ai observé une dysfonction rénale similaire
entre les souris CKD traitées ou non par le GP1. A l'inverse de I'’étude utilisant les souris KO
NGAL, jai montré que le GP1 limite I’hypertension induite par I'IRC. Enfin la différence
majeure entre notre étude et celle réalisée par I’équipe dirigée par le Dr F. Terzi est le genre
des souris utilisées. En effet, dans leur article, Viau et al. ont utilisé des souris femelles alors
que j’ai utilisé des souris males pour mon étude. Il a déja été rapporté que des lésions rénales
induites dans des modeles d’IRC sont moindres chez les femelles : les |ésions rénales induites
par 'inhibition d’oxyde nitrique (ON) via administration de L-NAME (inhibiteur de la synthese
d’ON) sont largement réduites chez les femelles rats comparées aux rats males?®8. Des
résultats similaires ont également été obtenus dans un modele d’IRC induit par IR : les rats
males présentent une fibrose interstitielle rénale de 38% alors que la fibrose des rats femelles
n‘est que de 12% 4 mois aprés I'IR%9. Nous devrions refaire ce modeéle a partir de souris
femelles FVB/N et administrer le traitement GP1 pour voir si cela améliore la fonction rénale.
Une autre explication pourrait étre que la concentration effective de GP1 est efficace pour
prévenir la fibrose mais pas la dysfonction rénale. Il serait intéressant d’essayer une dose plus
forte mais nous sommes limités par la disponibilité du produit GP1 pour un traitement

chronique de plusieurs mois et la capacité de synthese de I'entreprise Greenpharma.

La prévalence de I’hypertension artérielle est établie a 30% dans la population globale
mais passe a 90% chez les patients souffrant d’'une IRC2°%2%1, ’hypertension est un facteur de
risque de développer une IRC mais est également le résultat de la progression de I'IRC causée
par la rétention d’eau et de Na*, par la sur-activation du SRAA ou d’une dysfonction
endothéliale?®22°*, 'ON a un réle clef dans la modulation de la pression artérielle en
modifiant la résistance vasculaire et I'excrétion d’ions?®. La synthése d’ON est augmentée en
réponse a une consommation élevée de Na*2°%2%’, [’association d’un régime riche en sel et de
I'inhibition de la synthese d’ON a faible dose (L-NAME + HSD) est capable d’induire une
hypertension artérielle dans un modéle murin??82%_ De plus, Yamada et al. ont montré que
I’administration de L-NAME seule a la concentration de 3 mg/kg/j ne modifie pas la pression
artérielle®. Dans notre étude nous avons montré que I'administration de GP1 réduit la
pression artérielle comparé aux souris L-NAME + HSD suggérant que NGAL est impliqué dans
la régulation de la pression artérielle dans un modele d’hypertension sensible au sel. Dans un

modele de rat développant de maniere spontanée une hypertension, le réle du RM dans
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I'hypertension lié au sel a été démontré : le blocage du RM par I'eplerenone protege des
lésions cardio-rénales induites par I’hypertension3°9391 Degs lors ce résultat pourrait étre
expliqué par le réle clef de NGAL dans la régulation de la pression artérielle. Afin de vérifier
cette hypothese, les mécanismes de la régulation de la pression artérielle par NGAL pourraient
étre évalués avec I'utilisation de souris KO NGAL dans un modele d’hypertension sensible au
sel. En effet le r6le de NGAL dans la régulation de la pression artérielle n’est pas encore bien
connu. Cependant, il a été montré que la concentration plasmatique de NGAL est augmentée
chez des patients souffrant d’hypertension et est corrélée positivement avec I'augmentation
de la pression artérielle3°23%4, Enfin, I"'administration de NGAL recombinant chez la souris
induit une augmentation de la pression artérielle?°2. Dans notre laboratoire, un projet initié
par notre équipe montre que NGAL est directement impliqué dans la phosphorylation du
transporteur ionique NCC conduisant a la réabsorption de Na* par les cellules du TCD ce qui

va participer a I'augmentation de la pression artérielle (Résultats en cours de publication).

Alors que NGAL représente une potentielle cible thérapeutique dans le
développement des lésions cardio-rénales, quelques études ont utilisé des anticorps anti-
NGAL neutralisant dans des modeles in vivo et in vitro. Dans un modele d’IR cardiaque,
I’administration d’anticorps anti-NGAL limite le recrutement de cellules immunitaires telles
gue les neutrophiles et macrophages associés a une réduction d’expression des marqueurs de
macrophages M1 et une augmentation d’expression des marqueurs de macrophages M227°,
Le réle de NGAL dans le recrutement des neutrophiles a également été évalué dans le foie :
I'inhibition de NGAL par injections d’anticorps neutralisant protege les souris de lésions
hépatiques et de l'infiltration de neutrophiles induites par une exposition a I'alcool3?®. De
maniere similaire, 'administration d’anticorps anti-NGAL neutralisant réduit I'infiltration de
neutrophiles Ly6G dans deux modeéles de psoriasis3®® conduisant a la diminution d’expression
de génes proinflammatoires (IL6, IL8, IL17, IL1a. and 1L23)%%. Chez les patients souffrant
d’anévrisme de |'aorte abdominale (AAA), la quantité de NGAL est largement augmentée dans
le plasma et I'aorte3°7:3%, Dans un modéle murin d’AAA, Tarin et al. ont montré que la délétion
génétique de NGAL ou l'injection d’anticorps anti-NGAL neutralisant, protege des lésions
induites par AAA avec une diminution de l'infiltration de neutrophiles et de I'activité des
MMPs3%_ A I'inverse, Saha et al. ont révélé que I'inhibition de NGAL exacerbe I'inflammation

et les lésions intestinales dans un modele de colite induite par I'administration de sulfate de
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dextran sodique3®. En oncologie, NGAL promeut la transition épithélio-mésenchymateuse
des cellules cancéreuses favorisant la progression du cancer3!!. ’administration d’anticorps
anti-NGAL réduit la concentration de fer dans les tissus de facon dose-dépendant réduisant la
biodisponibilité du fer (source de croissance des cellules cancéreuses) qui conduirait a la
réduction des métastases®!?. En effet, les anticorps anti-NGAL neutralisant protégent des
métastases pulmonaires dans le modéle murin 4T1 du cancer du sein3!3. Notre approche a
montré que l'utilisation d’une petite molécule antagoniste de NGAL, GP1, était capable de
réduire les effets déléteres de NGAL dans les |ésions cardiaques et rénales dans deux modeles

in vivo et d’inhiber directement les effets profibrotiques de NGAL dans les fibroblastes.
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IV. DISCUSSION



1. Résumé des résultats du travail de thése

1.1. Le blocage du RM améliore la dysfonction cardiaque et I’altération de ’homéostasie
calcique induite par I'IRC
Au cours de ma premiére étude, j’ai montré que le blocage du RM par la finerenone
n’améliore ni la dysfonction ni les Iésions rénales induites par I'IRC une fois celles-ci installées.
La collaboration du Dr A. Quvrard-Pascaud (Rouen) a permis de montrer que les souris CKD
présentaient une dysfonction diastolique (altération du ratio E/A et une augmentation de la
relation pression/volume du ventricule gauche en fin de diastole) prévenue par la finerenone.
L'IRC tend a augmenter la fibrose interstitielle cardiaque qui est prévenue chez les souris
traitées par la finerenone. L'analyse moléculaire des coeurs des souris CKD révele que I'IRC
diminue la phosphorylation de PLN et de CaMKIl suggérant une altération de la réabsorption
du Ca?* dans le réticulum sarcoplasmique des cardiomyocytes (Figure 28). L’activation de PKA
et I'expression de Ryr2 et de SERCA2a ne sont pas modulées par I'IRC suggérant que la
diminution de I'activation de PLN et de CaMKIl chez les souris CKD seraient directement
impliqués dans le défaut de relaxation des cardiomyocytes conduisant a la dysfonction
diastolique. L’altération des protéines régulant I’homéostasie calcique au sein des

cardiomyocytes est prévenue par le blocage du RM.

Ca
Cardiomyocytes )3(
3 Na’ ‘
G,
ATP

cAMP
®
/ \PLN /
P SERCAZa
DHPR “
2+ P&Z 2+ P
Ca’
} CKD
[Ca"].
aMKII ; MF

Figure 28 : L’IRC altére ’homéostasie calcique dans les cardiomyocytes
(Adapté de Mattiazzi & Kranias)3'4.
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1.2. Le NGAL produit par les macrophages est impliqué dans le développement de la
fibrose rénale induite par I’excés minéralocorticoide via la signalisation CCL5/1L4
Au cours de cette seconde étude réalisée en collaboration avec I'équipe dirigée par le
Dr N. Lépez-Andrés (Pampelune), j'ai montré que NGAL produit par les cellules myéloides joue
un role critique dans le développement des lésions rénales induites par I'excés
minéralocorticoide. Le challenge NAS induit une augmentation de l'inflammation rénale
illustrée par linfiltration de monocytes proinflammatoires CD11b* Ly6CM&" (données
préliminaires) qui en arrivant au site de lésion rénales se différencieraient en macrophages
proinflammatoires CD11b* F4/80"e" Ly6CMe qui sécrétent des cytokines (IL1B, IL6 et TNFa) et
chemokines proinflammatoires (MCP1 et CCL5). La délétion génétique de NGAL dans les
cellules myéloides prévient uniquement la surexpression de CCL5 suggérant que NGAL est un
médiateur du rble chemoattractant. En effet I'inhibition de NGAL et le blocage de la
signalisation de CCL5 limitent I'expression des marqueurs des Th2 CD4*. Nous avons
également montré que le blocage des effets profibrotiques de I'lL4 permet de réduire les
dommages rénaux induit par le challenge NAS. Ces résultats montrent que le NGAL produit
par les macrophages serait impliqué dans le développement de la fibrose rénale induite par

I’excés minéralocorticoide via la signalisation CCL5/IL4 (Figure 29).
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Figure 29 : Implication du NGAL produit par les macrophages dans la fibrose rénale induite
par le challenge NAS via la signalisation CCL5/IL4
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1.3. L'inhibition de NGAL par le composé GP1 améliore les lésions cardio-rénales dans

un modéle d’IC et d’IRC
Dans cette derniere étude, avec les résultats préliminaires obtenus par le Dr E.
Martinez-Martinez et avec la collaboration des équipes du Dr N. Lopez-Andrés et du Dr A.
Ouvrard-Pascaud, nous avons identifié une molécule possédant une potentielle activité
inhibitrice des effets déléteres de NGAL. En effet, GP1 inhibe les effets profibrotiques et
proinflammatoires de NGAL dans des fibroblastes cardiaques et rénaux. A partir d’expériences
in vivo, I'administration de GP1 a montré des effets bénéfiques sur la fonction cardiaque, le
développement de la fibrose et de l'inflammation cardiaque reproduisant les résultats
obtenus a partir de souris KO NGAL dans le méme modéle d’IC induite par MI*®’. Dans le
modele d’IRC induite par néphrectomie subtotale, I'effet inhibiteur du GP1 est partiel
lorsqu’on le compare aux effets observés dans le méme modele d’IRC chez des souris KO
NGAL?'®: bien que le GP1 prévient le développement de la fibrose rénale de maniére
identique aux souris ayant une délétion génétique de NGAL, la fonction rénale et
I'inflammation induites par I'IRC ne sont pas limitées par I'administration de GP1. La raison de
ces différences pourrait étre liée a la distribution du composé dans le tissu rénal n’ayant pas
d’impact sur la fonction glomérulaire. Cependant I'effet dissocié du GP1 sur I‘inflammation
cardiaque et rénale est plus singulier et le réle de GP1 sur le recrutement des diverses

populations immunitaires dans ces deux modeles pourrait étre exploré.

2. Perspectives
2.1. Le RM dans les complications cardiaques de I'IRC

Dans ce travail j'ai montré que le blocage du RM prévient la dysfonction cardiaque
induite par I'IRC. Cependant le role cellule-spécifique du RM dans les complications
cardiovasculaires de I'IRC reste a déterminer. L'implication du RM dans le remodelage et
I'inflammation cardiaque a été montrée a partir de modeles d’invalidation génétique du RM
dans des cellules spécifiques du systeme cardiovasculaire telles que : cardiomyocytes, cellules
endothéliales et CMLV!32136, De maniére similaire, le réle du RM exprimé par les cellules
myéloides!*® 151 et par les lymphocytes T1>3 a déja été décrite. Au sein de notre équipe, nous
étudions actuellement le réle RM exprimé par les macrophages dans les complications

vasculaires induites par I'IRC.
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J'ai également montré que le blocage pharmacologique du RM prévient |'altération de
I’expression de protéines intervenant dans la signalisation calcique pouvant étre a I'origine de
la dysfonction diastolique observée chez les souris en IRC. Notre équipe et d’autres ont
également démontré le role du RM dans la régulation des canaux ioniques impliqués dans la
signalisation calcique dans les cardiomyocytes. En effet, nous avons montré que la
surexpression du RM cardiaque induit une augmentation du courant calcique de type L?*%. Plus
récemment, il a été montré que l'activation du promoteur P1 par le RM participe a la
transcription du canal Cay1.2 directement impliqué dans le courant calcique de type L?*2. La
délétion du RM cardiaque prévient I'augmentation de la phosphorylation de CaMKIl induit par

un excés minéralocorticoide conduisant a une amélioration de fonction cardiaque3®®.

Présentes chez plus de 2/3 des patients souffrant d’IRC, les complications cardiaques
associées a une fraction d’éjection conservée (HFpEF) seraient plus élevées comparées aux
patients en IC avec une fraction d’éjection réduite3®. Dans ce travail, le blocage du RM
prévient la dysfonction diastolique induite par I'IRC sans variation de la pression artérielle
systolique, mais les souris en IRC présentent également une réduction de la fraction d’éjection
prévenue par la finerenone ce qui ne semble pas étre un bon modele pour I'étude de I’'HFpEF
induite par I'IRC. Cependant, un groupe a montré que I'IRC induite par néphrectomie
subtotale induit une HFpEF chez le rat3!’. Chez ’'Homme, a partir de la cohorte des patients
américains issue de I'essai clinique TOPCAT, une étude recommande I'administration de la
spironolactone pour traiter ’'HFpEF chez des patients souffrant d’IRC3!8, Bayer a lancé trés
récemment I'essai clinique FINEARTS-HF afin d’évaluer I'efficacité de la finerenone sur la
morbidité et mortalité de 5500 patients atteints d’"HFpEF a travers le monde3!°. Cependant, a
travers ces différentes études, le mécanisme d’action du blocage du RM dans I’"HFpEF n’est

pas encore décrit dans la littérature.

2.2. Le RM dans les complications métaboliques de I'IRC
L'IRC est également associée a des perturbations métaboliques telles que: Ila
dyslipidémie et la résistance a I'insuline32932! || a également été montré que I'IRC induit une
inflammation du tissus adipeux associée a une augmentation du stress oxydatif322. L'IRC altére
le métabolisme lipidique conduisant a une augmentation de la concentration plasmatique de

cholestérol chez les patients atteints d’IRC323, Ces altérations métaboliques participeraient au
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développement et a la progression des complications cardiovasculaires de I'[RC3?3, Dans ce
contexte pathologique, le réle du RM n’est actuellement pas décrit cependant et des résultats
de notre équipe en cours de publication montrent que le blocage pharmacologique du RM

améliore la fonction métabolique dans un contexte d’IRC.

La dérégulation du microbiote intestinal (dysbiose) joue un important role dans de
nombreuses pathologies chroniques et son amélioration pourrait étre une potentielle cible
thérapeutique dans I'IRC. En effet, des souris dépourvues de microbiote intestinale
(« germ free »), développent des lésions rénales®?*. Chez I'Homme, les populations
microbiennes sont clairement distinctes entre les patients atteints d’IRC et des patients

325

sains Ce résultat est également observé dans un modele murin d’IRC induite par

néphrectomie subtotale3?.

La dysbiose, induite par I'IRC, fait émerger des populations
bactériennes qui favoriseraient I'expression de toxines urémiques telles que le TMAO
(trimethylamineN-oxyde), p-cresyl sulfate et indoxyle sulfate. L'augmentation de la
concentration plasmatique de ces toxines urémiques est positivement corrélée a
I’augmentation des événements cardiovasculaires32¢3?7 et avec la progression de I'IRC. Ces
toxines urémiques induisent une inflammation gastro-intestinale en augmentant la
perméabilité intestinale conduisant a la pénétration des bactéries a travers la paroi intestinale
dans un modele d’IRC328-330, Une fois dans la circulation systémique, ces toxines urémiques
participent a I'inflammation vasculaire, au développement d’une dysfonction endothéliale33!
et active le SRAA332, De plus, I'accumulation de ces toxines urémiques va agir comme une
boucle de rétrocontrole positive333. Aujourd’hui le réle du RM dans la dysbiose n’a pas été
décrit. Chez des rats soumis a un régime pauvre en sel associé a une administration continue
d’aldostérone, une équipe a montré que l'activation du RM réduit la perméabilité entre les
cellules épithéliales situées au niveau des cryptes coloniques en favorisant I'expression de
protéines de jonctions cellulaires telles que claudin IV et E-cadherin®3%33>, Les auteurs
montrent également que la sécrétion du facteur de croissance EGF par les myofibroblastes,
induit par le traitement a I'aldostérone, conduit a une augmentation de la prolifération de
cellules épithéliales coloniques ce qui participerait a la réduction de la perméabilité

intestinale33®. Ces études suggérent que le RM participerait au remodelage de la perméabilité

intestinale ce qui pourrait avoir un impact sur le microbiote. Comme pour I'IRC, la dysbiose a
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été rapporté dans I'"hypertension chez I’'Homme et dans des modeéles animaux®*’ suggérant

que I'étude du réle du RM dans I’axe IRC-dysbiose-hypertension est nécessaire.

2.3. Role de NGAL produit par d’autres cellules impliquées dans le développement de
lésions rénales et les complications associées a I'IRC

Dans ce travail j’ai évalué le réle de NGAL exprimé par les cellules myéloides dans les
|ésions rénales induites par I'excés minéralocorticoide. Des approches complémentaires
pourraient étre envisagées pour étudier le réle proinflammatoire/fibrotique de NGAL produit
par les cellules myéloides : 1) I'irradiation de souris KO NGAL total transplantées avec de la
moelle osseuse issue de souris WT (les résultats initiaux déja obtenus confortent nos résultats
sur le KO global); 2) I'utilisation de souris KO NGAL dans les cellules myéloides qui pourraient
confirmer les résultats déja obtenus (modele en cours d’étude au laboratoire). De plus, il
pourrait étre intéressant d’évaluer le role de NGAL exprimé par d’autres cellules (cellules
endothéliales, cellules tubulaires épithéliales, fibroblastes rénaux) pouvant étre également
impliquées dans le développement des dommages rénaux dans I'IRC. En effet la dysfonction
endothéliale induit une réduction de I'apport en oxygene au tissu rénale conduisant a
I'inflammation et au développement de fibrose rénale3®33 et la transition
endothéliale/mésenchymateuse est un processus contribuant directement a la mise en place
de la fibrose interstitielle et aux dommages rénaux chroniques3%. Les cellules épithéliales
tubulaires (CET) sont les cellules les plus exposées aux |ésions rénales. Les CET produisent une
large variété de cytokines proinflammatoires (IL6, IL13 et TNFa) permettant le recrutement
de cellules immunitaires telles que les macrophages®*34*2, Comme pour les cellules
endothéliales, les CET sont soumises a une transition épithéliale/mésenchymateuse
participant au développement des lésions rénales3*. L'utilisation de modéle de délétion
génétique spécifique a ces cellules permettrait d’étudier I'implication de NGAL exprimé par
ces deux types cellulaires afin de déterminer son réle spécifique dans le développement des

|ésons rénales induites par I'IRC.

Nous avons également vu au cours de ce travail que le co-traitement de macrophages
péritonéaux par l'aldostérone et le sel confere aux macrophages issus de souris WT un
phénotype M1 sécrétant des cytokines proinflammatoires alors que les KO NGAL se polarise

en M2 (données préliminaires). Nous aurions pu analyser le sécrétome des macrophages WT
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et KO NGAL traitées et utiliser les surnageants pour traiter des fibroblastes rénaux afin
d’évaluer le pouvoir activateur potentiel des cytokines spécifiqguement libérées par les
macrophages dans ces conditions. En traitant des fibroblastes issus de souris WT et KO NGAL
par une cytokine profibrotique telle que I'lL4, nous pourrions évaluer le r6le du NGAL produit
par les fibroblastes sur I'activation de ces cellules et sur la sécrétion de protéines participant

au remodelage matriciel.

L’expression de NGAL est altérée chez des patients souffrant de troubles métaboliques
comme I'obésité3443%, Alors que la concentration plasmatique de NGAL est augmentée chez
les patients souffrant de syndromes métaboliques, la corrélation entre la concentration

3411 a été

plasmatique de NGAL et les complications métaboliques n’est pas significative
montré que des adipocytes traités par des cytokines proinflammatoires telles que IFNy et
TNFa. conduit a une augmentation d’expression de NGAL9%3%_ Cependant le réle spécifique
de NGAL dans les pathologies métaboliques est sujet a controverse : dans une étude, des
souris KO NGAL soumises a un régime riche en graisse montre une augmentation du poids

corporel, de la dyslipidémie et de la résistance a I'insuline3%’

alors que dans une seconde
étude, la délétion de NGAL réduit la résistance a l'insuline et I'inflammation dans le tissus
adipeux3*®. L'implication de NGAL dans les complications métaboliques induites par I'IRC est

actuellement a I'étude dans notre équipe.

2.4. NGAL comme cible thérapeutique prometteuse dans diverses pathologies

Les récepteurs de NGAL (24p3R et megalin) sont exprimés par de nombreux types
cellulaires tels que : cellules immunitaires (macrophages, neutrophiles), cellules épithéliales
pulmonaires, intestinales et rénales, cellules vasculaires, cardiomyocytes et cellules du
systéme nerveux central (astrocytes, cellules microgliales et neurones).
L'utilisation de modeles animaux génétiquement modifiés présentant une délétion du gene
codant pour NGAL montrent un effet protecteur de I'inhibition de NGAL dans des modeles
d’IC et d’IRC197:207.216_Degs lors, NGAL représente une cible thérapeutique potentielle afin de
limiter les lésions cardio-rénales dans ces modeéles. Dans ce travail collaboratif, nous avons
montré que le composé GP1 est capable d’inhiber directement les effets délétéres de NGAL
in vitro et dans deux modeles in vivo. Cependant I'étude du mécanisme d’action de I'inhibition

de NGAL par le GP1 reste a définir. Des études pharmacocinétiques et pharmacodynamiques

113



seraient nécessaires afin de compléter la caractérisation du composé GP1. L'inhibition de
NGAL par le GP1 devrait également étre testée dans des modeles de pathologies métaboliques
et de cancer (cancer de sein et de la prostate) ou I'effet bénéfique de I'inactivation ou de la

neutralisation de NGAL a été déja montré312313,

3. Conclusion

Le RM est identifié comme une cible thérapeutique pour traiter I'IC. Nos résultats
suggerent que le blocage du RM pourrait étre également utilisé afin de limiter les
complications cardiovasculaires induites par I'IRC. Les résultats de I'essai clinique FIGARO-
DKD, évaluant les effets de la finerenone sur la morbidité et la mortalité d’origine
cardiovasculaire chez des patients souffrant d’IRC lié au diabete, devraient étre publiés sous
peu. L'étude FIDELIO présente des résultats significatifs positifs sur le critere composite

principal rénal, ainsi que sur le critere composite secondaire principal cardiovasculaire.

Ce travail de these a été également focalisé sur le mécanisme d’action du role délétere
de NGAL produit par les cellules myéloides dans le développement des Iésions rénales induites
par un exces minéralocorticoide. Ces résultats renforcent l‘idée que NGAL représente une
cible thérapeutique potentielle afin de limiter les lésions rénales et extrarénales dans le
contexte de I'IRC. La derniere partie de ce travail nous a permis d’identifier une molécule
inhibitrice des effets déléteres de NGAL, dans deux modeles in vivo et in vitro, qui devrait étre

testée dans d’autres modeles pathologiques.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Managing the cardiovascular complications of renal failure is a major therapeutic challenge in clinical practice.
Mineralocorticoid receptor Mineralocorticoid Receptor (MR) blockade is a highly effective strategy for the management of heart failure, but
Finerenone

the use of MR antagonists (MRA) is limited by their side effects rendering them contraindicated in patients with
renal failure. Finerenone is a new non-steroidal MRA that shows fewer hyperkaliaemic events than the tradi-
tional steroidal MRAs and could therefore represent an alternative to these molecules in patients with damaged
kidney function. The aim of this study is to characterize the effects of Finerenone on the cardiac complications of
renal failure in a mouse model of chronic kidney disease (CKD). CKD was induced by subtotal nephrectomy (Nx),
and finerenone was administered at a low dose (2.5 mg/kg/d) from week 4 to week 10 post-Nx. Cardiac function
was assessed by echocardiography and invasive hemodynamics while cardiac fibrosis was measured by Sirius
Red staining. Renal failure induced cardiac systolic and diastolic dysfunctions in the untreated CKD mice, as well
as minor changes on cardiac structure. We also observed alterations in the phosphorylation of proteins playing
key roles in the calcium handling (Phospholamban, Calmodulin kinase II) in these mice. Finerenone prevented
most of these lesions with no effects on neither the renal dysfunction nor kaliemia. The benefits of finerenone
suggest that activation of MR is involved in the cardiac complication of renal failure and strengthen previous
studies showing beneficial effects of MRA in patients with CKD.

Cardio-renal syndrome
Diastolic dysfunction

elevated serum creatinine on admission and worsening creatinine
during hospitalization for HF predict prolonged hospitalization, re-
hospitalisation, and death [6]. Patients with renal failure are at strik-

1. Introduction

Cardiovascular diseases (CVD) are the first cause of death world-

wide [1]. Although the mortality and morbidity of CVD are in constant
decrease, certain populations still exhibit a high rate of CVD mortality
such as those associating CVD and non-cardiac comorbidities [2]. This
situation is particularly frequent in the elderly population and its pre-
valence is increasing with the increase in life expectancy [3].

Heart failure (HF) and renal dysfunction frequently coexist (about
30% of patients with HF have chronic kidney disease-CKD), a situation
known as the cardio-renal syndrome (CRS) [4]. Renal dysfunction is a
major cardiovascular (CV) risk factor and a powerful independent
predictor of poor outcomes in CVD. Indeed, in patients with HF, glo-
merular filtration rate (GFR) is a stronger predictor of mortality than
left ventricular ejection fraction or NYHA functional class [5], and both

ingly higher risk for CV complications and death resulting from cardiac
causes compared to individuals with normal GFR [7]. In fact, patients
with primary renal disease are more likely to die of CV complications
rather than renal failure itself. Despite the progress accomplished,
managing the cardiovascular complications of CKD remains a major
therapeutic challenge in clinical practice as many of the drugs used to
control HF can worsen renal function [8].

Mineralocorticoid Receptor (MR) blockade is a highly effective
strategy for the management of HF. Large-scale randomized clinical
trials have demonstrated that MR antagonists (MRAs) are particularly
efficient in decreasing mortality and morbidity in patients with severe
HF [9], post-myocardial infarction [10] and moderate HF [11].
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Experimentally, MR antagonism limits the transition to HF in models of
systolic left ventricular dysfunction, myocardial infarction, and dia-
stolic dysfunction [12]. In mice, chronic activation of the MR in the
setting of high salt intake causes cardiac oxidative stress, inflammation
and fibrosis [12]. These effects are prevented by MRAs in most models.
Despite their benefits, the use of MRAs is limited by their side effects
such as hyperkalaemia, rendering them contraindicated in patients with
renal failure unless a strict management is applied. Finerenone is a new
non-steroidal MRA [13] that shows a good tolerability in patients with
damaged kidney function and could thus represent an alternative to
traditional steroidal MRAs (spironolactone and eplerenone) in these
patients [14].

The aim of this study is therefore to characterize the effects of MR
blockade (finerenone) on the cardiac complications of renal failure in a
mouse model of CKD. We report here that low dose of finerenone
prevents CKD-induced cardiac dysfunction (systolic and diastolic) and
fibrosis, despite similar renal dysfunction. We also show that finerenone
prevented the CKD-induced cardiac changes in the activation of key
proteins of calcium handling.

2. Materials and methods
2.1. Animals

All the experiments carried on mice were approved by the institu-
tional animal care and use committee of the Centre de Recherche des
Cordeliers (CRC) and according to the ethical guidelines of the Institut
National de la Santé et de la Recherche Médicale for the care and use of
laboratory animals. The mice (six-weeks-old wild-type B6D2 male)
were purchased from Janviers Labs and were housed in the CRC ac-
credited facility with constant room temperature, a 12-h light/dark
cycle, and 50 * 5% humidity, as well as standard mouse chow and
water ad libitum. Three experimental groups were constituted: Sham
mice, nephrectomised mice (CKD) and finerenone-treated ne-
phrectomised (CKD-F) mice. Twenty-eight to thirty mice were included
in each group (Fig. 1).

2.2. Subtotal nephrectomy

Chronic kidney disease (CKD) was induced by subtotal nephrectomy
(Nx) in eight-weeks-old male mice (25-26 g). All surgeries were per-
formed under ketamine /xylazine anaesthesia. Briefly, the left kidney
was exposed, and the upper and lower poles were tied with a poly-
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glycolic acid suture line. The peritoneum and skin were then sutured,
and the animals were returned to their individual cages. After one week
of recovery, the second kidney was removed. Removal of the second
kidney represents TO. Sham mice were subjected to the same surgical
procedures but neither renal poles nor the right kidney were removed.
Mice were monitored for any sign of distress, and those observed to be
experiencing severe, unrelievable pain were euthanized. Renal failure
was assessed by the measure of plasma creatinine and urea with an
automatic analyser (Konelab 20i; Thermo Fisher Scientific, Vernon
Hills, IL) at weeks 4 and 10 post-Nx.

2.3. Finerenone administration

Finerenone (provided by BAYER AC) was incorporated in regular
chow (A04) at the dose of 1.35 mg finerenone/g of chow to achieve a
low dose of 2mg/kg/d of finerenone administered to the mice (based
on a daily consumption of 4 g of chow, measured by metabolic cages on
a pilot study). Four weeks after the Nx, CKD mice were divided based
on their creatinemia and uremia into two groups of similar renal
function: untreated (CKD) and finerenone-treated mice (CKD-F).
Finerenone was administered for six weeks from week 4 to week 10.

2.4. Blood Pressure (BP) measurement

Systolic and diastolic BP was measured by tail-cuff plethysmo-
graphy in trained conscious mice at weeks 8-10 using a BP2000
Visitech model. BP was measured every day in the same room at the
same hour for 5 consecutive days. The BP measurements presented are
the averages of the last 3 days.

2.5. Metabolic cages

Between weeks 8-10 post-Nx, the mice were kept in metabolic cages
for 5 consecutive days. Urine was collected every 24h for the last
3 days, and food and water consumption were measured.

2.6. Echocardiography and cardiac catheterism

Transthoracic echocardiography studies (Doppler and M-mode)
were performed, in animal anesthetized with isoflurane (1 to 2%), using
a Vivid 7 ultrasound device (GE medical) with a RMV 707 12-MHz
transducer at week 8 post-Nx. The heart was analysed in the two-di-
mensional mode in the parasternal short-axis view. LV fractional

Pre-Fine Post-Fine
-lweek TO 4 weeks 8 weeks 10 weeks
@ @ @ .I OI Sham
1 1 (n=28)
1 1
° ® 4 $ CKD
w2 Fi (135 mg/g Chow) | , (1=30)
+Finerenone (1.35m ow
surgery surgery &8 ‘ 4 CKD-F
' (n=28)

¢ Creatinemia

¢ Uremia

* Metabolic cages

* BP measurements
* Echocardiography

* Cardiac catheterism

Fig. 1. Experimental timeline. Eight-weeks-old male mice were subjected to a subtotal nephrectomy performed in two distinct steps: the 2/3rd of the left kidney were
first removed (1st surgery) and the right kidney was ablated one week later (2nd surgery). The 2nd surgery represents T0. Sham mice were subjected to the same
surgical procedures but neither the renal poles nor the right kidney were removed. At week 4, creatinemia and uremia were measured. Measurementsmade in this
interval (0-4 weeks) are referred as Pre-Fine. Based on their creatinemia and uremia, the CKD mice were then divided into 2 sub-bgroups of similar renal function.
The first sub-group remained untreated (CKD), whereas the second sub-group received finerenone incorporated in A04 chow (1.35 mg finerenone/ g chow) and is
referred to as CKD-F. All functional explorations were performed between weeks 8 and 10. Micewere euthanized at week 10. The number of total animals used in
each group is referred as n.This value does not represent the number of animals used for each parameter measured.
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Table 1
Primers list and sequences.
Primers Forward Reverse
Reference genes
18S CgCCgCTAgAggTgAAATTC TCTTggCAAATgCTTTCgC
gapdh (GAPDH) gTggCAAAgTggAgATTgTTgCC gATgATgACCCETTTggCTCC
Hprt (HPRT) TCTAACTTTAACTggAAAgAATETC TCCTTTTCACCAgCAAgCT
Ubc (UBC) CggAgTCgCCCgAggTCACA gggCTCgAACCTCCAgggTgAT
Target genes
Acta2 (aSMA) TgTgCTggACTCTggAgATg gAAggAATAgCCACgCTCAg
Ccl2 (MCP1) ATCCCAATgAgTAggCTggAgAgC CAgAAgTgCTTgAggTggTTgTg
Collal (COL1) CCCCgggACTCCTggACTT gCTCCgACACgCCCTCTCTC
Col3al (COL3) CTggAgCCCCTggACTAATAgG gCCCATTTgCACCAgETTCT
Lcn2 (LCN2) ggACCAgggCTgTCgCTACT ggTggCCACTTgCACATTET
Nov (NOV) ACAggAATCgCCAgTgTgAg AgggATTTCTTggTgCggAg
Nppa (ANF) CTCgTCTTggCCTTTTgg TCggggAgggAgCTAAGT
Nppb (BNP) AgACCCAggCAgAgTCAgAA CAgCTCTTgAAggACCAAgg
Tgfbl (TGFP) TgCgCTTgCAgAgATTAAAA CTgCCgTACAACTCCAgTgA

18S: 18S ribosomal RNA; Gapdh: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; Hprt: hypoxanthine guanine phosphoribosyl trans-
ferase; Ubc: Ubiquitin C; Acta2: Alpha Smooth Muscle Actin; Ccl2: C—C motif Chemokine ligand 2; Collal: Collagen type 1 alpha 1
chain; Col3al: Collagen type 3 alpha 1 chain, Lcn2: Lipocalin 2; Tgfb1: transforming growth factor f.

shortening and ejection fraction were calculated using M mode ima-
ging. To obtain heart rate (HR) and velocity time integral (VTI), a
pulsed Doppler of the LV outflow was performed, allowing the calcu-
lation of stroke volume (SV = mt X LV outflow radius2 x VTI) and
cardiac output (CO = SV x HR). LV outflow radius was fixed as a
constant (1.6 mm), due to the use of an echocardiographic transducer
that does not allow confident measurements of the diameter [15,16].

Doppler measurements were made at the tip of the mitral leaflets for
diastolic filling profiles in the apical four-chamber view to determine
peak early (E) and late (A) mitral inflow velocities, and calculation of
the E/A ratio.

LV hemodynamics was assessed as described previously. Mice were
anesthetized (Inactin 60 mg/kg, IP) and the carotid artery cannulated
with a pressure-volume catheter (SPR839, Millar-Instruments, USA) to
record arterial pressure and heart rate, after which the catheter was
advanced into the LV. Pressure-volume loops were obtained at baseline
and during loading by gently occluding the abdominal aorta. LV end-
systolic and end-diastolic pressures were measured, and LV end-systolic
and end-diastolic pressure-volume relations were calculated with IOX™
software (EMKA, France).

2.7. Tissue and blood sampling

Hearts and kidneys were harvested at sacrifice (week 10) and rinsed
in ice-cold PBS. The hearts were weighed and cut into two parts
(transversal cut). The base was fixed in 4% formaldehyde for histolo-
gical studies. The apex was kept for mRNA and protein studies. Kidneys
were weighted and cut transversally into two parts, one for mRNA or
protein extraction and the second part for histology (fixed in 4% for-
maldehyde). All non-fixed samples were frozen in liquid nitrogen, and
kept at —80 °C.

At sacrifice, blood was collected in heparinized tubes and plasma
was isolated by centrifugation (1000 g, 15min). Plasma was stored at
—80°C. Potassium was measured using an ABL80 FLEX blood-gas
analyser (Radiometer, France).

2.8. Histology and immunofluorescence

For histology, hearts and kidneys, fixed in 4% paraformaldehyde,
were embedded in paraffin and sectioned at 8-um interval. Masson's
trichrome and Sirius red stainings were then performed to assess renal
and cardiac fibrosis respectively.

For immunofluorescence, transverse cardiac 8-yim sections were
stained using a primary antibody against vinculin (Sigma, V9131, di-
lution: 1/100). Sections were blocked with 5% BSA for 30min and
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incubated with the primary antibody overnight at room temperature.
After rinsing with PBS, the sections were incubated for 1h with the
appropriate secondary antibody (Goat anti-mouse IGG1 secondary an-
tibody, Alexa Fluor 488 conjugate—Life technologies, ref. A-21121,
dilution: 1/250).

Images were acquired blindly with a Leica DM4000B Microscope
mounted with Leica DFC420camera. A minimum of five fields per
section was recorded at x 10 for fibrosis and x 20 for vinculin. Fibrosis
and cardiomyocytes areas were determined using imageJ (1.43) soft-
ware.

2.9. QPCR

Frozen tissues (kidneys, heart) were homogenized in TRIzol (Life
Technologies, 15,596,018) using FastPrep beads (MP-Bio, 6913-
100).cDNAs were generated using the Superscript II reverse tran-
scriptase kit (Invitrogen, 18,064,022), and qPCR was performed as
previously described. Briefly, transcript levels were analysed in a
CFX396 apparatus (Biorad). The reactions were performed in duplicate
for each sample using the IQ SYBR Green supermix Kit (Biorad,
170-8882). To normalize gene expression, we used the geometric mean
of multiple internal reference genes (RS16, Ubc, Hprt and Gapdh for
mice experiments) as described by Vandesompele et al. [17]. Values in
control conditions were set as 1 for each gene. The sequences of the
specific primers are detailed in Table 1.

2.10. Western blot

Cardiac proteins were extracted in SDS 1% buffer containing
PhosSTOP phosphatases inhibitor (Roche, 04906845001) and cOmplete
protease inhibitor (Roche, 04693116001) reagents. Protein concentra-
tion was estimated according to the Pierce method. Membranes were
incubated overnight (4 °C) with the respective antibodies: Ryanodine2
(Alomone, ref. ARR-002, dilution: 1/1000), phospholamban
(ThermoFisher Scientific, MA3-922, dilution: 1/1000), phospho-phos-
pholamban-ser16/thr17 (Cell Signalling, ref. 8496, dilution: 1/500),
phospho-CamKII-Thr286 (Cell Signalling, ref. 12,716, dilution: 1/
1000), CamKII (Cell Signalling, ref. 3362, dilution: 1/1000), Serca2a
(Cell Signalling, ref. 9580, dilution: 1/1000), phospho-PKAc-thr197
(Cell Signalling, ref. 5661, dilution: 1/1000), PKAc (Cell Signalling, ref.
5842, dilution: 1/1000). Chemiluminescent signal was produced using
ECL+ solution and detected with a LAS-4000 luminescent image ana-
lyser (General Electric). Relative densitometry was determined using
the computer software ImageQuant TL (General Electric). Actin
(Millipore, ref. MAB1501R) was used as a protein-loading control.
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2.11. Statistics
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The results are reported as mean * s.e.m. Statistical analysis was
performed using Graphpad V5 software. The experiments and data
analysis were performed blind, when possible, to the experimental
conditions. Sample size was determined empirically based on pilot
analyses. The d’ Agostino—Pearson test was used to analyse normality.
ANOVA was used for multivariate comparisons followed by Tukey's
correction for multiple comparisons. Differences with P < .05 are
considered significant.

3. Results
3.1. General characteristics, kidney function and structure, blood pressure

Four weeks after the subtotal Nx, the creatinemia, uremia and body
weight were measured. Subtotal Nx induced a substantial increase in
both creatinemia and uremia (x1.8 and x2.2 respectively vs Sham,
p < .001) reflecting a decrease in renal function (Fig. 2A-B). Similarly,
the body weight, an indicator of the general health's status, was altered
in the nephrectomised mice (—9% vs Sham, p < .001) (Table 2). Al-
together, these data indicate that the subtotal Nx led successfully to
renal failure. The nephrectomised mice were then separated into 2
groups of similar renal function (i.e. same uremia and creatinemia,
Fig. 2A-B). The first group received finerenone at the dose of 2 mg/kg/d
for the next 6 weeks (CKD-F mice) whereas the second group remained
untreated (CKD mice).

At sacrifice, the body weight of the CKD mice remained significantly
lower than that of their sham counterparts (—9%, p < .01) (Table 2),
and their creatinemia and uremia were still increased (x2.4 and x2.4
respectively, p < .001) (Fig. 2A-B). Proteinuria, however, was not in-
creased (Fig. 2C). Finerenone treatment had no effects on neither the
body weight loss (Table 2) nor the degree or progression of renal dys-
function as shown by the similar creatinemia and uremia of both CKD
and CKD-F mice (Fig. 2A-B). Plasma potassium concentrations were not
modified by CKD nor Finerenone treatment (Sham: 4.9 + 0.1 mM;
CKD: 4.7 = 0.1 mM; CKD-F: 4.7 = 0.1 mM; n = 9-13). Kidney struc-
ture and fibrosis, assessed by Masson's trichrome, were significantly
altered in CKD mice when compared to Sham mice (x6.8 p < .01)
(Fig. 2D). Finerenone did not prevent nor limit the increase in CKD-
induced renal fibrosis. Finally, systolic blood pressure measured by tail-
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Fig. 2. Effects of finerenone on CKD-associated renal
damages. (A-B) Renal failure induced a significant
rise in creatinemia and uremia at 4 (pre-Fine) and 10
(Post-Fine) weeks post-Nx. Finerenone did not cor-
rect any of these parameters. (pre-fine: n = 15-19
per group, post-fine: n = 28-30 per group). The re-
sults are reported as mean * s.e.m. *** P < .005
versus Sham (Anova test). (C) Urine collection by
metabolic cages showed that no group developed
proteinuria (quantity of proteins excreted in urine
per 24h). (n = 9-10 per group). The results are re-
ported as mean * s.eem. *** P < .005 versus
Sham, ### P < .005 versus CKD (Anova test). (D)
CKD induced a significant increase in renal fibrosis
(assessed by Masson's trichrome straining).
Finerenone did not prevent nor limit this increase
(Fibrosis n = 8-9 per group). The results are re-
ported as mean * s.e.m. *P < .05 and ***
P < .005 versus Sham (Anova test). The results are
reported as mean * s.e.m. *P < .01 versus Sham
(Anova test).

cuff method (SBP) was similarly increased in both CKD and finerenone-
treated CKD mice whereas diastolic blood pressure was increased only
in CKD mice (Table 2).

3.2. Cardiac function, hemodynamic and structure

To analyse the consequences of renal failure and the effect of fi-
nerenone on cardiac function we performed cardiac echocardiography
and invasive hemodynamics on the Sham, CKD and CKD-F mice. Renal
failure induced a moderate decrease in left ventricular fractional
shortening and ejection fraction in the CKD mice (—12% and —9%
respectively vs Sham, p < .05) (Fig. 3A and Table 2). These alterations
were fully prevented by finerenone. Stroke volume and cardiac output
were both decreased by renal failure (—18%, p < .05) but were not
prevented by finerenone (Fig. 3B) (heart rate was similar in all groups).
Remarkably, the trans-mitral pulse Doppler E/A wave ratio was sub-
stantially decreased in the CKD mice (—33% vs sham, p < .005) sug-
gesting that renal failure induced a significant diastolic dysfunction
(Fig. 3C). This decrease in E/A ratio was partly corrected by finerenone
(—19% vs Sham, p < .005).

Invasive hemodynamic measurements showed a significant increase
in the LV end-systolic pressure-LVESP in the CKD mice (+ 30% vs sham,
p < .05) (Fig. 3D). The same trend was observed in the CKD-F mice
(Fig. 3D). Noteworthy, finerenone improved LV contractility as in-
dicated by the increase of LV end-Systolic pressure-volume relationship-
LVESPR in the CKD-F mice (+43% vs Sham, p < .05) (Fig. 3E). In-
vasive measurement clearly confirmed the diastolic dysfunction in the
CKD mice as evidenced by the increase in the LV end-diastolic pressure-
volume relationship-LVEDPR (x3 vs Sham, p < .0001) which indicates
a decrease in the load-independent LV passive compliance (Fig. 3G).
Moreover, the LV end-diastolic pressure (LVEDP), which reflects the LV
filling pressure, exhibited a strong trend toward an increase in the CKD
mice (x1.7 vs Sham, p < .076) (Fig. 3F). Finerenone partially corrected
these parameters indicating an improvement in the diastolic function
(LVEDPR: x1.9 vs Sham, p < 0,001) (Fig. 3G).

Abnormalities in cardiac structure such as hypertrophy and fibrosis
play a crucial role in diastolic dysfunction. Compared to Sham, and
although cardiomyocytes cross-sectional area was not different between
the two groups (Fig. 4.A), CKD mice exhibited increased heart weight to
tibia length ratio (moderate, +10% vs Sham, p < .05) (Table 2) and
BNP cardiac gene expression (4 68% vs sham, p < .05). These changes
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Table 2
Cardiac echocardiographic and hemodynamic measurements.
Sham CKD CKD-F
General characteristics
Body weight (g) (4 Wks post  29.5 + 0.5 27.2 + 0.3** 27.7 £ 0.2%*
Nx)
Body weight (g) (10 Wks post ~ 35.3 + 0.6 31.7 + 0.4** 31.2 £ 0.4%*
Nx)
Kidney Weight (mg) 479.7 = 5.8 176.6 + 2.7**  164.2 + 4.8**
Kidney weight/Tibia Length 25.7 £ 0.3 9.5 + 0.1** 8.8 + 0.3%*
(mg/mm)
Heart Weight (mg) 168.0 = 2.7 179.5 = 5.3 167.4 = 6.2
Heart Weight/Tibia length 8.7+0.4 9.6 = 0.3* 9.0+ 03 #
(mg/mm)
Systolic Blood Pressure 119.4 = 2.0 137.6 = 2.7**  130.4 + 2.9*
(mmHg)
Diastolic Blood Pressure 53.2+29 64.6 £ 3.4%* 52.0 + 1.5#
(mmHg)
Echocardiography
Heart rate (bpm) 400.3 =10.0 3949 =13.6 413.7 = 18.9
LVAWSs (mm) 1.34 + 0.06 1.23 + 0.07 1.30 + 0.04
LVAWd (mm) 0.86 = 0.05 0.76 = 0.03 0.85 = 0.02
LVPWs (mm) 1.06 + 0.08 1.06 + 0.06 1.08 + 0.06
LVPWd (mm) 0.98 + 0.06 0.90 + 0.05 0.90 £ 0.07
LVIDs (mm) 2.79 = 0.11 2.88 £ 0.07 2.78 = 0.05
LVIDd (mm) 3.88 £ 0.14 4.00 = 0.09 4.15 = 0.14
Ejection fraction (%) 65.1 + 1.7 59.1 + 1.0* 63.2+15
Fraction of shortening (%) 299 + 0.7 26.5 + 0.6* 29.5+ 0.9
Stroke volume (ul) 87 +£3 73 + 4% 74 + 3%
Cardiac output (ml/mn) 35+1.9 28.7 £ 1.1* 30.9 =28
Pulm VTi 4.34 £ 0.16 3.65 + 0.19* 3.68 £ 0.17*
Vmax 805 + 38 655 + 40* 687 + 48
E/A ratio 1.51 + 0.07 1.03 * 0.03* 1.23 + 0.04%#
Hemodynamic
Systolic Blood Pressure (mm  98.3 + 2.2 121.0 *+ 6.4* 117.3 + 4.6*
Hg)
Diastolic Blood Pressure (mm  56.8 = 1.9 76.5 + 6.5* 72.6 + 4.4*
Hg)
Heart rate (bpm) 290.1 + 14.6 298.8 + 22.1 236.2 +11.7
dP/dtmax 7073 + 920 8505 = 390 7883 + 741
dP/dtmin 5877 + 604 6554 = 676 5904 + 594
tau e 6.0 = 0.4 7.0 = 0.6 7.2+ 0.5
tau 1/2 44+03 5.0 * 0.4 52+ 0.4

LVAWs and LVAWA: Left ventricular anterior wall thickness in systole and
diastole; LVPWs and LVPWd: Left ventricular posterior wall thickness in systole
and diastole, LVIDs and LVIDd: Left ventricular internal diameter in systole and
diastole, VTI: Velocity time integral; LVEDP: Left ventricular end diastolic
pressure; LVESP: Left ventricular end systolic pressure; LVESPVR: Left ven-
tricular end-systolic pressure volume relationship; LVEDPVR: Left ventricular
end-systolic pressure volume relationship. (n = 5-8 per group). The results are
reported as mean * s.em. *P < .05 versus Sham, # P < .05 versus CKD
(Anova test).

were prevented by finerenone. In non-treated mice, CKD induced an
increased interstitial myocardial collagen deposition although it did not
reach statistical significance (x 1.5 vs Sham, p = .058) (Fig. 4A-B). The
cardiac mRNA expression of Collagen I and III was unaltered in the CKD
mice as was the expression of the pro-fibrotic cytokine TGFf. However,
the expression of aSMA, a marker of fibroblast activation, was in-
creased in CKD mice (+65% vs Sham, p < .05) (Fig. 4C). Finerenone
prevented the increase in aSMA expression, and induced an increase in
the expression of NOV (Nephroblastoma OVerexpressed, +37% vs
sham, p < .05), an anti-fibrotic cytokine belonging to the CCN family.
No changes were observed in the expression of LTBP4 (latent TGF-beta
binding protein 4), a protein that modulates TGF(} bioavailability and
which activity is modified in the B6D2 strain [18].

Functional cellular abnormalities of myocyte relaxation are another
important component of diastolic dysfunction. In CKD mice, the ex-
pression of the calcium channel ryanodine receptor 2 (RYR2) and of the
sarco/endoplasmic reticulum Calcium ATPase SERCA2a was unaltered
(Fig. 5A). The expression of phospholamban (PLN), a key negative
regulator of Serca2a, was unchanged in CKD and CKD-F mice (Fig. 5B).
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The activity of PLN is regulated by phosphorylation at multiple sites
and depends on several kinases such as the Protein Kinase A and Cal-
modulin Kinase II. In the hearts of CKD mice, phosphorylation of PLN at
serl6/Thrl7 (relieving inhibition of Serca2a by PLN) was significantly
decreased (—55% vs Sham, p < .05) suggesting an alteration in
Ca + reuptake by Serca2a (Fig. 5B). The expression and the phos-
phorylation of PKA (threonine 197) was unchanged in CKD mice
(Fig. 5C) suggesting that cardiac inhibition of PLN in renal failure is
independent of PKA. In contrast, the phosphorylation of CamKII at
threonine 286 was severely decreased in the hearts of CKD mice (—55%
vs Sham, p < .05) indicating that cardiac inactivation of PLN in renal
failure could rely on deregulated CamKII signalling (Fig. 5D). Finer-
enone treatment fully prevented the decreased phosphorylation of both
in PLN and CamKIIL.

4. Discussion

Cardiac complications are very frequent in patients with CKD and
are the first cause of death in this population [7]. Steroidal MR an-
tagonists (spironolactone and eplerenone) are highly efficient in
managing heart failure [12]. Their use is however contraindicated in
patient with decreased renal function because of the increased risk of
hyperkalaemia. Finerenone, is a new non-steroidal MRA that could
represent an alternative to these molecules. Clinical studies show a
good tolerability of finerenone in populations traditionally at risk. In
patients with diabetes and/or CKD hospitalized for a worsening of HF,
finerenone was well tolerated and induced a 30% or greater decrease in
NT-proBNP levels in a similar proportion of patients to eplerenone [19].
The results presented herein shows that finerenone prevented the dia-
stolic dysfunction induced by CKD, and the alterations in the expression
and phosphorylation in key calcium handling proteins.

Diastolic dysfunction (DD) is a prominent feature of CKD, with
impairment of both passive and active relaxation. In human, DD is
highly prevalent in patients with CKD (up to 85%) and is a powerful
independent predictor of mortality [20,21]. In experimental models of
CKD, diastolic dysfunction is reported in most models. In the subtotal
nephrectomy model in rats, several groups have reported alterations in
numerous parameters of diastolic function (EDP, time constant of dia-
stolic relaxation, EDPVR, cardiac compliance) [22-24]. In mice, dia-
stolic dysfunction is also observed in models of nephronic reduction
[25,26], although this feature is not described in all reports [27,28].
The reason for such discrepancy is not clear, but genetic and phenotypic
(i.e. high blood pressure, cardiac fibrosis, increased creatinemia and
uremia) variations could account for this difference [29]. In our model,
the DD was clear and characterized with 2 different methods. The B6D2
mouse strain may therefore represent a useful tool to further analyse
the pathophysiology and progression of DD in the context of CKD.

Despite the impact of DD on mortality of patients with CKD, the
optimal management of these patients is not well defined. Our results
show that finerenone improves several diastolic parameters affected by
CKD (E/A ratio and LVEDP), suggesting that MR antagonists may re-
present a therapeutic option to limit CKD-induced DD. Several small
studies have shown that spironolactone improves predictors of cardio-
vascular mortality in patients with CKD [30]. More recently, spir-
onolactone has shown trends in reduction of CV death and hospitali-
zation for CV events in haemodialysis patients [31]. The mechanisms of
such benefits are unclear, but an effect of MR blockers on DD in addi-
tion to their well-known actions on systolic dysfunction cannot be ex-
cluded. Indeed, the ALDO-DHF trial has shown that spironolactone has
shown trends to improvement of DD in patients with heart failure with
preserved ejection fraction (HFpEF), even after adjustment for the re-
duction in systolic blood pressure [32]. Surprisingly, the TOPCAT trial
showed overall no benefits of spironolactone in these patients [33].
However, the interpretation of the results of this trial is difficult be-
cause of broad inclusion criteria [34,35]. This heterogeneity in patient
population could have therefore masked specific patient subgroups that
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Fig. 3. Effects of finerenone on CKD-associated cardiac functional abnormalities. Cardiac function was assessed by echocardiography (A-D) and invasive hemody-
namics (E-G). (A-D): (A) fractional shortening (FS), (B) Stroke volume, (C) Cardiac ouput, and (E) transmitral pulseDoppler E/A waves ratio. (D-G): (D) Left
ventricular end systolic pressure (LVESP), (E) Left ventricular end systolic pressure-volume relation (LVESPVR i.e. LV contractility), (F) Left ventricular end-diastolic
pressure (LVEDP), and (G) Left ventricular end diastolic pressure-vollume relation (LVEDPVR i.e. LV compliance). (n = 5-8 per group). The results are reported as

+

mean

might preferentially benefit from MR antagonism such as patients with
CKD. Therefore, additional studies are needed to evaluate the benefits
of MRAs on DD in and outside the context of renal failure.

The mechanisms leading to diastolic dysfunction in CKD are not
fully characterized, but structural changes such as LV hypertrophy
(LVH) and fibrosis as well as alterations in calcium handling are sus-
pected to contribute significantly to the process. Ventricular stiffness,
which is well documented in patients and rat models of CKD, is often
seen as a direct consequence of ventricular hypertrophy. However, al-
though most studies in mice also describe LVH, in several strains these
changes are absent. In fact, it has recently been reported in a mouse
model of CKD that diastolic dysfunction occurs prior to changes in
ventricular geometry and hypertrophy [26] as it is documented in other
cardiovascular pathologies such as hypertension [36-38]. This suggests
that contribution of LVH to DD may not be as prominent as at it was
previously thought, at least in initiating the process. Our results show a
discrete increase in the HW/TL ratio and cardiac BNP expression sug-
gestive of LV hypertrophy early stages as reflected by the absence of
changes in the cardiomyocytes cross-sectional area and the ventricular
dimensions. These changes were reversed by finerenone. Importantly,
these benefits are observed in presence of the same level of systolic
blood pressure and renal dysfunction. Although the pathophysiological
impact of such minor changes on cardiac diastolic function is difficult to
establish, it nevertheless points out myocardial disturbances that could
eventually lead or contribute to cardiovascular events: LVH is asso-
ciated with increased mortality risk and cardiovascular events in pa-
tients CKD and ESRD [39], and therapeutics that reverse or limit the
progression of LVH in these patients will undoubtedly provide a sig-
nificant progress in the management of this condition. MRAs reduce
cardiac hypertrophy in patients with heart failure and high blood
pressure and recent studies have demonstrated that spironolactone is
also efficient in reducing cardiac hypertrophy in patients with renal
failure [40,41] as well as in uremic rats [42]. Our data support a similar
cardiac anti-hypertrophic role of MR blockade in the context of CKD
and are in line with these studies.

Excessive accumulation of extracellular matrix plays a crucial role
in cardiac compliance and contributes to systolic and diastolic dys-
function by increasing LV stiffness and impairing LV diastolic filling
[43]. Myocardial fibrosis is frequently reported in patients with renal
failure [44] and is a widely reported feature of experimental CKD. In
patients with systolic heart failure, the benefit of MR antagonists
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s.em. *P < .05 and ** P < .01 versus Sham, @ P < .05 versus CKD (Anova test).

involves reduction of cardiac collagen accumulation [12] [45],. We
observed in our model a very strong trend toward an increase in cardiac
fibrosis that was completely abolished by finerenone. Our data support
therefore a similar cardiac anti-fibrotic role of MR antagonism in the
context of CKD-related DD. Noticeably, the expression of NOV, an anti-
fibrotic cytokine belonging to the CCN family, was increased in the fi-
nerenone-treated group. NOV is known to play and anti-fibrotic role in
the kidney in vivo in diabetic nephropathy [46] and ex vivo in me-
sangial cells [47]. However, its role in limiting in cardiac fibrosis is
unknown. Our results suggest that the benefits of finerenone could be
related to the induction (or repression of inhibition) of active anti-fi-
brotic molecules. The exact underlying mechanisms warrant further
investigations.

Impaired calcium handling is an important factor in the develop-
ment and progression of DD [48]. Although DD is a prominent feature
of CKD, the defects on cardiac intracellular calcium (iCa™) handling in
renal failure aroused little attention, perhaps because cardiac hyper-
trophy and fibrosis are considered as the main mechanisms of DD in
CKD. Reuptake of iCa®* into the sarcoplasmic reticulum during diastole
occurs mainly via the sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase
(SERCA2a). SERCA2a dysfunction resulting in accumulation of iCa?*
during diastole and therefore partial myofilament relaxation, has been
implicated in the impaired relaxation of cardiomyocytes (CM) isolated
from failing hearts in humans and animals [49,50]. Cardiomyocytes
isolated from the hearts of Sprague-Dawley rats with subtotal ne-
phrectomy have been reported to display alteration in calcium cycling
and contractile function correlating with reduced SERCA2a expression,
protein density, and activity [51]. Similarly, SERCA2a expression was
decreased in the hearts of CD-1 mice following partial nephrectomy
[25]. Noticeably, these alterations are not reported by all groups [24],
and we did not find changes in SERCA2a expression in our model.
However, we observed in the CKD mice a severe decrease in the
phosphorylation of phospholamban (PLN) that was fully prevented by
finerenone. Un-phosphorylated PLN is a negative regulator of SERCA2a
and is negatively regulated (i.e. PLN-dependent inhibition on SERCA2a
is relieved) when PLN is phosphorylated by Protein Kinase A (PKA) and
Calmodulin kinase II (CamKII) [52]. We found no changes in the
phosphorylation of PKA in the CKD mice. However, the phosphoryla-
tion of CamKII was severely decreased. Whether these alterations in
PLN and CamKII phosphorylation in CKD is a direct effect of MR acti-
vation is unclear. However, a recent study has shown that chronic
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Fig. 4. Effects of finerenone on CKD-associated cardiac re-
modelling. 10 weeks after subtotal nephrectomy, the cardio-
myocytes (delineated by immuno-staining of vinculin in
green) cross sectional area was not modified by CKD (A).
However, the cardiac gene expression of nppb (BNP) was
significantly increased (B). CKD induced a strong trend to-
ward cardiac fibrosis (assessed by Sirius red straining, (C).
The expression of several pro-fibrotic genes was unchanged,
except for aSMA which expression was increased in CKD mice
(C). No changes were observed in the Finrenone treated CKD
mice, except for the cardiac gene expression of NOV, an anti-
fibrotic cytokine (B). (n = 7-9 per group). The results are
reported as mean * s.e.m. *P < .05 versus Sham (Anova
test). (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this
article.)
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Fig. 5. CKD induces alterations in the phosphorylation of key calcium handling proteins. Phospholamban (PLN) and Calmodulin Kinase II (CamK II) phosphorylations
are decreased in CKD mice hearts (B and D). Protein kinase A (PKAc) phosphorylation is unaffected by CKD (C) as is the expression of Serca2a and ryanodine receptor
2 (RYR2) (A). Finerenone prevents all these changes (n = 8-9 per group). Phosphorylated proteins are normalized to total proteins. Total proteins are normalized to
actin (E). The results are reported as mean * s.e.m. *P < .05 versus sham, #P < .05 vs CKD mice (Anova test).

infusion of aldosterone in mice induces a DD that is associated with a
severe decrease in both PLN and CamKII phosphorylation suggesting
that MR could be directly involved in the alteration reported herein
[53].

Decreased PLN's phosphorylation in our study suggests abnormal
intracellular diastolic calcium handling and subsequent DD. We did not
measure intracellular Ca2* concentrations. However, evidence in-
dicates that diastolic intracellular calcium handling is mainly regulated
by SERCA2a and its modulator PLN. The beneficial effects of finerenone
on DD could therefore be directly related to its effect on PLN phos-
phorylation in addition to other effects on Ca™ homeostasis. Indeed, the
MR is known to induce cardiac ion channels remodelling (e.g. increase
in L-type Ca + current activity, impairment in ryanodine receptor ac-
tivity) with important consequences in the control of calcium home-
ostasis, modulation of calcium transients and sarcoplasmic reticulum
diastolic leaks. It is important to note that diastolic function was not
fully recovered in finerenone-treated mice, suggesting that other me-
chanisms were still dysregulated. Beside Ca®>" sarcoplasmic reuptake,
additional Ca®* abnormalities that increase overall chamber stiffness
have been proposed to occur such increased myofilament sensitivity to
Ca®* due to alterations in sarcomeric proteins and regulatory thin fi-
laments, such as troponin-I [54]. Modifications that affects the elastic

recoil of compressed elements within the myocytes, such as titin, also
affects the velocity of relaxation and thus diastole [55]. Whether these
pathways are also affected in CKD is unknown and further studies are
needed to answer this question.

Cardiac overall performance requires complex integration of in-
trinsic and extrinsic cardiac regulatory mechanisms across multiple
physiological systems. With its effects on renal and vascular home-
ostasis [12], MR blockade may also affect cardiac function, including
diastolic parameters, through mechanisms that go beyond direct car-
diac effects. Although we designed our experimental plan to limit
confounding extra-cardiac effects, finerenone improved diastolic BP
(DBP). The mechanisms by which DPB could affect cardiac function are
unclear, but several studies have associated diastolic BP with increased
risk of adverse cardiovascular outcomes in the general population and
in patients with HFpEF [56,57]. It is therefore possible that the bene-
ficial effect of finerenone reported herein, functional and molecular, are
also related to the improvement of DBP. Noteworthy, systolic BP re-
mained high in finerenone-treated mice. The reasons for such un-
coupling are unclear and warrant further investigations.

In conclusion, we have demonstrated that a low dose of finerenone
improves some parameters of CKD-associated DD. This beneficial effect
is associated with reduced cardiac fibrosis, improved calcium
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homeostasis and diastolic blood pressure. Importantly, this effect of
finerenone is independent of improvement in renal function and sys-
tolic BP.
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Abstract

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) (also Lipocalin2, LCN2) is involved in
cardiovascular and renal diseases. Gene inactivation of NGAL blunts the pathophysiological
consequences of cardiovascular and renal damage. We aimed to design chemical NGAL
inhibitors and investigate the protective effects of pharmacological NGAL blockade in
experimental models of myocardial infarction (MI) and chronic kidney disease (CKD).
Potential NGAL inhibitors were selected from in silico screening models. Among the 32
compounds tested, GPZ614741 and GPZ058225 were selected, as they fully blocked
recombinant human NGAL-induced inflammatory and profibrotic markers in human cardiac
fibroblasts (HCF) and primary mouse kidney fibroblasts (MKF). The administration of
GPZ614741 (100 mg/kg/day) for three months increased fractional shortening, stroke volume,
cardiac output, and the dP/dt,,;, relaxation index in MI mice relative to the non-treated MI
group. The improvement in cardiac function was accompanied by reduced myocardial fibrosis
and inflammation. These results mimic our previous results in MI using global genetic
deletion of Lcn2. Administration of GPZ614741 (100 mg/kg/day) after CKD induction for
two months did not improve renal function but prevented the increase in blood pressure. In
addition, GPZ614741 blunted renal tubulointerstitial fibrosis and profibrotics marker
expression.

In conclusion, we have identified new compounds with potent inhibitory activity on NGAL-
profibrotic and pro-inflammatory effects. GPZ614741 prevented interstitial fibrosis and
dysfunction associated with MI, as well as tubulointerstitial fibrosis in a CKD model. These
inhibitors could be used for other diseases that involve NGAL, such as cancer or metabolic

diseases, creating new therapeutic options.



Introduction

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) (also known as lipocalin-2, oncogene
24p3, siderocalin, or uterocalin) is a small circulating protein induced in a wide variety of
pathological situations. Initially, NGAL was identified in mature neutrophil granules and
shown to also be expressed in the kidney, prostate, and various epithelia.' Over the last
decade, NGAL has been shown to have a broad expression pattern and is expressed by renal,
endothelial, and smooth muscle cells and hepatocytes, as well as cardiomyocytes, neurons,

and various populations of immune cells, such as macrophages and dendritic cells.

Several studies have highlighted NGAL as a potent early biomarker of renal injury or as an
inflammation biomarker.”* Other studies have shown that NGAL has a role in iron trafficking
and chemotactic and bacteriostatic effects, as well as in differentiation, proliferation, and
inflammation.”” NGAL participates in the epithelial-mesenchymal transition in vivo, as
shown in a pulmonary adenocarcinoma model,® and in vitro in prostate and breast-cancer
cells.” In these models, NGAL promotes the motility, invasiveness, and metastatic capacities
of cancer cells. More recently, NGAL has also been shown to be involved in cardiovascular,
metabolic, and renal diseases.'” Indeed, gene inactivation in mice blunts the
11, 12

pathophysiological consequences of cardiovascular (myocardial infarction or ischemia),

renal (subtotal nephrectomy)'®, and metabolic (high-fat diet)'* challenges.

Overall, these data suggest that NGAL is a potential therapeutic target in several diseases.
There is thus a need to find NGAL inhibitors that can be used as therapeutic agents in various
disease settings. More precisely, we aimed to design chemical NGAL inhibitors and
investigate the protective effects of pharmacological NGAL blockade in cardiac and renal
fibrosis. We thus performed in vitro studies in human cardiac fibroblasts and primary mouse
renal fibroblasts and in vivo experiments in myocardial infarction (MI) and chronic kidney

disease (CKD) mouse models.

Material and Methods
The data that support the findings of this study are available from the corresponding author on

reasonable request.

A detailed description of the methods used is available in the online-only Data Supplement.

Statistical analyses



All data are presented as the mean + SEM. P < 0.05 was considered significant. Distributions
were verified using the Kolmogorov—Smirnov test. Differences in the means between two
groups for non-repeated variables were compared by Student’s ¢ test. Differences in the means
among groups and treatments were compared by one-way ANOVA for multiple comparisons,

followed by Tukey’s correction for multiple comparisons (GraphPad).

Results

Selection of potential disruptors of the NGAL-NGAL receptor interaction
We prepared a database of compounds for virtual screening and built in silico screening
models for NGAL-interacting compounds prior to the virtual screening of compounds on

NGAL-modulated pathways.

We used the www.ambinter.com database, containing more than 35 million molecular

references. Our aim was to have access to as many molecules as possible for future virtual and
real screening. These chemical catalogues are generally found in various formats that are not
directly exploitable. We developed a procedure to “normalize” the structures that would go
into the database: discard radioactive, metallic, products, or reactive products, pan-assay
interfering compounds, separate salts from the main compounds, normalize the informatic
representation of the chemical structures (aromatization, ionic states, etc.), and calculate the
3D structure of each compound. Natural compounds can present specific problems, such as
fused rings or missing chirality information. In such cases, the most probable configurations
were calculated according to their internal energies. Unity molecular fingerprints (which can
be considered as bar-codes that identify molecules) were calculated for the molecules for
subsequent diversity or similarity searches. Subsets of the database consisting of natural
products, drug-like molecules, lead-like molecules, and molecules that interfere with protein-
protein interactions were also built. A workflow for the preparation of the molecules was

therefore applied for virtual screening.'

Several crystal structures of NGAL with siderophores are published in the Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/). Examination of these 3D structures, with or without siderophores,

clearly shows that the general 3D structure of the protein does not change. Therefore,
targeting the “main” binding site of siderophores may not exert significant effects, although
we cannot rule this out. The biological activity of NGAL may be related to its interactions

with a receptor. As the NGAL receptor could not be modelled (no crystallographic data and



no reliable homologue with a known 3D structure), our strategy was based on blocking the
interaction of NGAL with its receptor by identifying putative protein-protein interaction (PPI)
disruptors. Based on the 3D structure of NGAL (PDB accession numbers: 1DFV & INGL),

we surveyed potential “hot spots” (i.e. important residues for PPI) on the protein surface using

ANCHOR'® (http:/structure.pitt.edu/anchor/), an online software to analyse PPIs. We then
identified two peripheral sites that may be druggable PPI zones (see Fig. 1A, red and cyan

sites).

We selected potential disruptors of the NGAL-NGAL receptor interaction by virtual
screening. This consisted of simulating the binding energy of a small molecule with NGAL
binding sites. As there are significant differences between NMR and X-ray 3D structures of
NGAL (RMSD = 4.6 A calculated according to the backbone of IDFV and INGL, see Fig.
1A), it was necessary to use these two structures as templates for modelling NGAL. Surflex-
dock 2.7", as implemented in Sybyl-X 2.1.1, was used for docking calculations. We
identified two peripheral sites that may be druggable PPI zones. The “-pscreen” parameter
was selected for virtual screening. We selected a total of 32 potential hits based on their
docking score and after visual inspection. As an example, Fig. 1B shows the docking of

GPZ614741 (one of the active molecules, see below) on a PPI site of NGAL.

Inhibitory activity of compounds selected after virtual screening

We previously reported that recombinant human NGAL (hNGAL) induced expression of
inflammatory (IL6) and profibrotic (Col I, Col IIT) markers in HCFs.!' Thus, the inhibitory
activity of the compounds was initially evaluated on hNGAL (10 ng/ml)-induced IL6
secretion. Among the 32 compounds obtained by virtual screening, two, GPZ614741 and
GPZ058225 (Table S1-S2), were selected, as they fully inhibited hNGAL-induced IL6
secretion (Fig 2A). These compounds also inhibited Col I secretion (Fig 2A). Moreover, the
two selected compounds blocked hNGAL-induced expression of intracellular profibrotic

proteins (Col I, Col III, fibronectin, Gal3) (Fig 2B), as well as cell proliferation (Fig 2C).

The inhibitory activity of 23 second-generation compounds derived from GPZ614741 or
GPZ058225 were next evaluated on hNGAL-induced IL6 secretion in HCFs (Table S3).
Eleven were as efficient as GPZ614741 and GPZ058225 at inhibiting hNGAL-induced IL6

secretion, whereas the other tested compounds lost their inhibitory activity (Table S3).

Cell toxicity and absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) tests



An ADME-Tox panel (Table S4) showed GPZ614741 to be nontoxic for hepatocytes (MTT,
up to 0.1 mM) and cardiomyocytes (hERG predictor assay). The PPB was low and fully stable
to acidic pH. It was also perfectly soluble in aqueous buffers and partially processed by
CYP3A4. The ADME-Tox panel showed GPZ058225 to have no significant hepatotoxicity (>
0.1mM) or cardiotoxicity (it did not block the hERG channel). GPZ058225 bound to plasma
proteins within an acceptance range. It showed mild solubility problems (only 63% in the
solubility test) and the CYP3A4 isoform appeared to be involved in its processing (inhibited
the enzyme activity in a competition assay by 32%) (Table S4).

Based on the efficacy and ADME-TOX results, we next tested whether oral administration of
GP1 (GPZ614741) could efficiently prevent the cardiac and renal impact of MI or subtotal

nephrectomy in vivo, respectively.

Impact of GP1 (GPZ614741) in a myocardial infarction mouse model

We previously reported that Lcn2 (NGAL) gene inactivation blunts the functional and
morphological consequences of MIL'' We therefore tested whether the GP1 compound
mimicked the genetic inactivation of Lcn2/NGAL in a murine MI model. As shown in Table
1, three months administration of GP1 (100 mg/kg/day in the food) induced a significant
increase in fractional shortening (FS) resulting from a slight, statistically non-significant
decrease in both the LV end diastolic and systolic diameters (LVDD and LVSD respectively)
relative to those of the non-treated MI group. At the same time-point, both stroke volume

(SV) and cardiac output (CO) were higher in the GP1-treated group than the non-treated MI
group.

Three months of treatment with GP1 (100 mg/kg/day in the food) did not modify the LV end-
systolic pressure (LVESP) relative to that of the MI non-treated group and resulted in a trend
towards an increase in the LV dP/dtmax (p = 0.07) (Table 1). Moreover, the LV end-diastolic
pressure (LVEDP) tended to be lower in the MI GP1-treated group, whereas the increase in
the LV dP/dt,,, together with the decrease in the LV relaxation constant Tau, indicated an

improvement in diastolic relaxation upon chronic treatment.

Treatment with GP1 (100 mg/kg/day in the food) resulted in a significantly lower LV
interstitial collagen deposition than in the non-treated MI group (Fig. 3A). Three months of
treatment with GP1 significantly prevented the upregulation of Col I, aSMA and CTGF
observed in the non-treated MI group (Fig. 3B-3D). Treatment with GP1 significantly



prevented the upregulation of cardiac protein levels of IL6 and the expression of
inflammatory markers, such as CD68 (marker of monocytes lineage), CD80, and CD86

(markers of macrophages) (Fig 3E).

Impact of GP1 (GPZ614741) on renal fibroblasts and the kidney in a CKD mouse model
We next tested whether GP1 blunted recombinant mNGAL-induced expression of
profibrotic/proinflammatory markers in mouse primary renal fibroblasts (MKF) and whether
in vivo administration of GP1 in the 5/6 Nx CKD mouse model had a similar effect as that

reported for Lcn2/NGAL gene inactivation. '

MKF were stimulated with recombinant murine NGAL (mNGAL), with or without GP1.
Similar to its effect in human HCF (Fig. 2), GP1 inhibited mNGAL-induced expression of
profibrotic (Col I, fibronectin, aSMA) (Fig. 4A) and inflammatory (IL6, MCP1) markers
(Fig. 4B).

In vivo administration of GP1 had no impact on functional parameters, such as plasma levels
of urea or creatinine (neither one nor two months after CKD induction) (Table 1), indicating
that GP1 did not blunt renal dysfunction associated with CKD in the 5/6 nephrectomy model.
However, two months of GP1 administration prevented the increase in blood pressure

normally observed in this CKD model (Table 1).

We next analyzed whether the anti-fibrotic and anti-inflammatory effects observed in the MI
model were also present in the mouse CKD model. Two months of GP1 administration had a
strong antifibrotic effect in vivo by blunting the renal tubulointerstitial fibrosis associated with
CKD (Fig 5A). GP1 administration also blunted the increased expression of profibrotic
markers (Col I, fibronectin, aSMA) (Fig. 5B) but not those of inflammatory markers, such as
IL6 and MCP1 (Fig 5C), CD 68, CD80, or CD86 (Fig. 5D).

Discussion

We have identified several compounds with potent inhibitory activity on the NGAL-mediated
expression of profibrotic and pro-inflammatory markers and cell proliferation in two primary
cell cultures of fibroblasts of human cardiac or murine renal origin. One of the compounds,
GP1, showed efficient in vivo activity to prevent the interstitial fibrosis associated with MI
and CKD. The effects of GP1 (GPZ614741) on cardiac function, fibrosis, and inflammation

mimics the functional, molecular, and histological impact of global genetic inactivation of



Len?2 in the same MI model that we previously reported in Martinez-Martinez et al.'' In the
CKD model, the effect was only partial relative to global genetic Lcn2 inactivation. Although
the effect of GP1 on renal fibrosis mimicked the effect of global genetic inactivation of Lcn2,
it did not improve renal function or inflammation. The reason for these differences may be
related to heterogenous intrarenal tissue distribution of the compound, which may thus, for
example, not have an effect on glomerular function. The absence of an effect on renal
inflammatory markers is more puzzling, given the good inhibitory effect of NGAL on
inflammatory gene expression in primary kidney fibroblasts, as well as in vivo in the MI
model. Of note, GP1 blunted the increased blood pressure normally associated with CKD.
This may be related to the vascular impact of NGAL, which has indeed been previously
reported upon metabolic challenge in mice."* Further studies are required to determine the

possible mechanisms related to blood pressure control.

NGAL/Lipocalin-2 (LCN-2) is a member of the broader lipocalin family, which includes over
20 soluble proteins, most of which are extracellular.' This family is evolutionarily conserved
and found in various lineages from bacteria to plants, invertebrates, and vertebrates.'®
Lipocalins have a three-dimensional structure (lipocalin domain) in which eight B-strands
form a symmetrical B-barrel fold with a cylindrical shape. The B-barrel structure provides a
hydrophobic cavity to bind to a variety of lipophilic ligands, including retinoic acid,
progesterone, prostaglandin, fatty acids, steroids, leukotriene B4, and platelet activating

factor." 1

NGAL/Lipocalin 2 is produced by a variety of cells of the cardiovascular and renal systems,
adipocytes, and inflammatory cells and is also found in brain, bone, gut, liver, etc. Two
different cell-surface receptors for NGAL/LCN2 have been described: solute carrier family 22
member 17 (SLC22A17, 24p3R or NGALR2) and low-density lipoprotein-related protein 2
(LPRP2 or megalin). High levels of 24p3R are expressed by specific cells, including
macrophages, neutrophils, lung and gut epithelia, kidney epithelial cells, vascular cells and
cardiomyocytes, astrocytes, microglia, and neurons. Megalin, a multi-ligand endocytic
receptor, is highly expressed by certain types of absorptive epithelial cells, such as thyroid
cells, epididymal cells, renal proximal tubule cells, and neuro-epithelium. Sensory organs,

including the eye (specifically, retinal ganglion cells) and ear, also express megalin.'®

Such a broad expression pattern of NGAL/LCN2 and its receptors suggests a potential role in

a multitude of physiological and/or pathological processes. The use of mouse models with



genetic inactivation of Lcn2 has allowed exploration of these roles, revealing both detrimental
and beneficial effects of NGAL/LCNZ2. Global Lcn2 gene inactivation has beneficial effects in
the cardiovascular system (recently summarized in Buonafine et al).'” However, contrasting
results have been reported in the kidney, for which the injection of recombinant NGAL in
acute kidney injury provides a benefit*’ but NGAL/LCN2 has a deleterious role in CKD
progression.'>?! As reported here, NGAL/LCN2 plays a major role in end-organ damage and
organ fibrosis in both cardiac- and renal-disease models. Lcn2 knockout mice also revealed
the important metabolic effects of NGAL/LCN2 , with higher body and adipose tissue weight
in Len2 KO than wild type mice, as well as insulin resistance, but a benefit of LCN2 was also
been reported in beiging of adipocytes and increased thermogenesis.”” Detrimental roles of
NGAL/LCN2 have been shown in cancer. NGAL/LCN2 induces proliferation and stimulates
AKT and HIF1-a activation, thus promoting angiogenesis and invasion. Moreover, NGAL
can form a complex with MMP9, increasing ECM degradation and favoring metastasis.”
Finally, NGAL/LCN2 is a pleiotropic mediator of various inflammatory processes. Lipocalin-
2 has been shown to cause M1 macrophage polarization, while suppressing the formation of
the M2 macrophage phenotype, to favor inflammation via the recruitment of inflammatory

cells, such as neutrophils, and the induction of pro-inflammatory cytokines.

On the other hand, NGAL/LCN2 is required to limit infection. LCN2 was indeed first
identified as a neutrophil granule component with a strong binding affinity to bacterial
siderophores. As iron is essential for bacterial growth, NGAL/LCN2 has a bactericidal affect
against a number of bacterial species by chelating siderophore-bound iron and making it
unavailable for bacterial use. NGAL/LCN?2 also plays an important role in immune activation
during acute infection. However, LCN2 was shown to worsen the outcome in pneumococcal
pneumonia infection by deactivating alveolar macrophages in an animal model.*

NGAL/LCN2 also acts as a source of iron to Mycobacterium tuberculosis in infected

macrophages, facilitating mycobacterial growth in vivo.

Overall, NGAL/LCN2 plays a critical role in the differential regulation of inflammation
during acute infections and the progression of several chronic diseases. This Janus face/dual
role suggests that NGAL/LCN2 could be an important therapeutic target in chronic diseases,
but caution must be exercised in the acute setting, especially during infectious diseases in

which limiting the action of NGAL/LCN2 may be deleterious.



Several ways could be used to modulate NGAL/LCN2 expression and/or activity. A few
studies have used anti-NGLA antibodies, demonstrating neutralizing activity in vivo in the
mouse. Anti-NGAL antibody treatment attenuated immune-cell recruitment, such as
neutrophil and macrophages, in a cardiac ischemia reperfusion (IR) injury model, along with
suppressed M1 marker expression and increased M2 marker expression.”” The role of NGAL
in neutrophil recruitment has also been assessed in the liver; neutralization of NGAL by
antibody injections protected mice from hepatic injury and neutrophil infiltration induced by
alcohol challenge.”® Similarly, neutralizing NGAL antibodies reduced Ly6G neutrophil
infiltration in two different psoriasis models®’, leading to the diminution of proinflammatory
gene expression (IL6, IL8, IL17, ILIP and IL23).° In patients with an abdominal aortic

28, 29
> In a mouse

aneurysm (AAA), NGAL levels are elevated in the plasma and AAA tissue.
model of AAA, Tarin et al. showed that genetic deletion of Lcn2 or neutralization of NGAL
with polyclonal anti-NGAL antibody injections protected against AAA-induced lesions, with
lower neutrophil infiltration and the diminution of MMP activity.”® In contrast, Saha et al.
showed that antibody-mediated neutralization of NGAL exacerbates DSS-induced colitis’',
highlighting a protective role of NGAL in this model. Anti-NGAL antibodies lower tissue
iron concentrations in a dose-dependent manner, which could starve cancer cells, thus
reducing metastasis.** In cancer, NGAL is known to promote EMT through the alteration of
E/N-cadherin expression.” Treatment of MCEF-7 breast cancer cells (which have a metastatic
tumor cell phenotype) with anti-NGAL antibodies prevented changes in E/N-cadherin

expression relative to their control® and anti-NGAL antibody administration decreased lung

.. 2
metastasis in a mouse model of breast cancer.”

Another possible therapeutic approach would be to reduce NGAL expression by RNA
interference. Guo et al. engineered an encapsulating liposome delivery system to target LCN2
siRNA in cells via the intercellular adhesion molecule (ICAM)-1. This approach was used to
treat breast-cancer cells, reducing angiogenesis and tumor progression in vivo in a xenograph
mouse model.*

Our approach was to identify small molecules that interfere with NGAL signaling in human
fibroblasts. We identified several candidates and provide a proof of concept study that at least
one of them efficiently reduces ECM remodeling in vivo in two preclinical models of CV and

renal diseases.

Limitations



Our proof of concept study had several limitations. Full characterization of the hits we
identified is now required to precisely identify binding modes and in vivo pharmacodynamic
and pharmacokinetic properties in various disease models. Moreover, additional structure
activity relationship studies should be performed to identify derivatives with higher efficacy.
As a proof of principle, we tested only one of the NGAL inhibitors in vivo at one fixed dose.
Several studies should now be performed to test various doses, as well as the other

compounds that we have shown to be active ex vivo using various readouts.

Perspectives

We demonstrate that targeting NGAL limits ECM remodeling. These inhibitors could be
tested in other diseases that involve NGAL, such as metabolic and cardiovascular diseases or
cancer, such as breast or prostate cancers, for which genetic Lcn2 inactivation and NGAL-

neutralizing antibodies have proven to be beneficial.
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Novelty and significance

What Is New?

*+ We have identified new inhibitors of neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) activity.

* The compound GPZ614741 inhibits NGAL-enhanced proliferation, as well as the
expression of profibrotic and proinflammatory markers in human primary cardiac
fibroblasts and mouse primary kidney fibroblasts.

* In vivo NGAL blockade with GPZ614741 protects against cardiac fibrosis,
inflammation, and dysfunction after myocardial infarct in mice.

* In vivo NGAL inhibition using GPZ614741 blunts renal fibrosis in CKD without

improving renal inflammation or renal function in a CKD mouse model.

What Is Relevant?
* The data demonstrate the beneficial effects of NGAL blockade with the new inhibitor

GPZ614741 in two preclinical models of cardiovascular and renal damage.

Summary
This study demonstrates that interfering with NGAL signaling using new small
molecules has important therapeutic applications in the context of cardiovascular and

renal diseases, mainly by blocking fibrotic processes.



Figure legends

Figure 1. (A) Difference in the 3D structure of NGAL as determined by X-rays (IDVF,
magenta) and NMR (INGL, green). The main site is represented by yellow spheres and
the two peripheral sites by red and cyan spheres. (B) Interaction of GPZ614741 with the
NGAL PPI site.

Figure 2. Effects of GP1 (GPZ614741) and GP2 (GPZ058225), at 10 uM, on (A) IL6
and Col I secretion, (B) cellular content of Col I, Col III, fibronectin, and Gal-3, and (C)
cell proliferation in hANGAL-treated human cardiac fibroblasts. *p < 0.05 vs. Control. {p
< 0.05 vs. NGAL-treated human cardiac fibroblasts.

Figure 3. Effect of three months of GP1 (GPZ614741) administration. (A)
Representative microphotographs and quantification of interstitial fibrosis. (B) Col I,
(C) CTGF, (D) aSMA and (E) proinflammatory markers (IL6, CD68, CD80, and
CD86) protein levels in Sham, MI, and MI + GP1 (GPZ614741)-treated mice. *p < 0.05
vs. Sham. §p < 0.05 vs. MI mice.

Figure 4. Effect of GP1 (GPZ614741), at 10 uM, on mRNA levels of (A) profibrotic
markers Col I, fibronectin and aSMA) and (B) proinflammatory markers (IL6 and
MCP1) in mNGAL-treated MKF cells. *p < 0.05 vs. Control. fp < 0.05 vs. NGAL-
treated MKF cells.

Figure 5. Effect of two months of GP1 (GPZ614741) administration. (A)
Representative microphotographs and quantification of Sirius red staining and (B)
mRNA expression of profibrotic markers (Col I, fibronectin and aSMA), (C)
proinflammatory markers (IL6 and MCP1), and (D) CD68, CD80, and CD86 in a CKD
mouse model. *p < 0.05 vs. Sham. Tp < 0.05 vs. CKD mice.



Table 1: Cardiac parameters in the myocardial infarction animal model and renal

parameters in the chronic kidney disease animal model.

Cardiac parameters Sham MI MI + GP1
HW/TL (mg/mm) 8.5+0.4 10.9+0.4* 11.3+0.8%*
LVW/TL (mg/mm) 6.2+0.3 8.3+0.3* 8.8+0.6*
LVEDD (mm) 3.33+0.08 6.31£0.12* 5.88+0.39*
LVESD (mm) 2.03+0.05 5.47+0.13* 4.90+0.39*
FS (%) 39+0.93 13.4£1.0%* 17.2+1.3*
SV (ml/beat) 0.092+0.003 0.062+0.005%* 0.0860.0047
CO (ml/min) 39.7£2.0 29.4+1.9% 47.1£3.3F
LVEDP (mmHg) 2.73+0.95 5.914+0.49* 4.41+0.57
LVESP (mmHg) 85.05+1.39 78.82+2.76 82.31+4.22
LV dP/dtmax 52204229 3894+259%* 4501+£320
LV dP/dtmin 4874+550 3117+£253* 4487+4137
tau e 6.05+0.30 7.97+0.45* 6.08+0.277
tau 1/2 4.434+0 .20 5.824+0.32* 4.33+0.217F

Renal parameters Sham CKD CKD + GP1
KW/TL (mg/mm) 9.40+0.26 11.5+0.42% 11.3+£0.23*
SBP (mmHg) 115+0.75 139.3+£2.22* 122.1+2.58%F
Plasma Creatinine level 4.14+1.30 21.5+1.45% 20.4+1.54*
(mM)

Plasma Urea level (mM) 7.11+£0.34 15.2+0.36* 16.74+1.86*

HW/TL: Heart weight/Tibia length; LVW/TL: Left ventricle weight/Tibia length;

LVEDD: Left ventricular end diastolic diameter; LVESD: Left ventricular end systolic

diameter; FS: Fractional shortening; SV: Stroke volume; CO: Cardiac output; LVEDP:

Left ventricular end systolic pressure; LVESP: Left ventricular end systolic pressure; LV

dP/dTmax and dP/dTmin: contractility and relaxation index, respectively; tau-e and tau :

relaxation constants; KW/TL: Kidney weight/Tibia length; SBP: Systolic blood pressure.

*p<0.05 vs. Sham. Tp<0.05 vs. MI or CKD mice.
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Animals (in vivo studies)

Major Resources Tables

Species Vendor or Source Background Strain Sex
Mice Charles Rivers C578BI6 M
Mice Charles Rivers FVB/N M

Animal breeding

Species

Vendor or
Source

Background Strain

Other Information

Parent - Male

Parent - Female

Antibodies
Target antigen Vendor or Source Catalog # Working Lot # (preferred
concentration but not required)
Collagen | Santa Cruz sc-59772 1:500
Collagen type llI Santa Cruz sc-28888 1:500
Fibronectin Millipore F7387 1:500
Galectin-3 Thermo A3A12 1:1000
a-SMA Sigma Aldrich A7607 1:1000
CTGF Santa Cruz sc-25440 1:200
CD68 Abcam ab125212 1:500
CD80 Santa Cruz sc-376012 1:500
CD86 Santa Cruz sc-28347 1:500

Cultured Cells

Name Vendor or Source Sex (F, M, or unknown)
Human Cardiac Fibroblasts Promocell Unknown
Mouse Kidney Fibroblasts Primary cells M
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SUPPLEMMENTAL METHODS

Compounds

3-acetyl-N-[2-(1H-pyrazol-1-yl)phenyl|methyl]-benzenesulfonamide (GPZ614741, CAS
1241512-52-6) has been synthesized according to the scheme presented in Fig. S1. To a
solution of [2-(1H- pyrazol-1-yl)phenyl]methylamine (3.0 g) in pyridine (20 mL) was
slowly added 3- acetylbenzylsulfonyl chloride (4.17 g) at 0 °C, and the mixture was stirred
overnight at 115 °C. After cooling down, the reaction solution was concentrated under
reduced pressure. The residue was then dissolved in dichloromethane, washed with HCI
2 N, a saturated aqueous solution of NaHCO3 and saturated brine, then dried over
magnesium sulfate, and concentrated under reduced pressure. The residue was finally
purified by flash column chromatography (1: 1EtOAc/petroleum ether) to give the title
compound as a white solid (5.72 g, 93% yield). 1H NMR (400 MHz, CDCI13) 8 8.27 (t, J
=1.6 Hz, 1H), 8.01 (dt, J = 1.6 and 8.0 Hz, 1H), 7.96 (dt, J = 1.6 and 8.0 Hz, 1H), 7.69
(d, J=1.2 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.48 (t, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.30-7.26 (m, 2H),
7.18-7.14 (m, 2H), 6.45 (t,J = 2.2 Hz, 1H), 4.08 (d, ] = 6.4 Hz, 2H), 2.55 (s, 3H).

Other compounds used in the present study are commercialized by Ambinter (see Table
S5):

Cell toxicity and absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) tests

Several parameters have been evaluated to determine ADME-Tox profile of the
compounds. Two specific toxicity assays have been performed to assess hepatoxicity and
cardiotoxicity. Hepatotoxicity was evaluated in isolated hepatocytes from swiss mice and
determined by the thiazolyl blue tetrazolium bromide colorimetric assay (sigma, St Louis,
MO, USA) . Cardiotoxicity was evaluated using the commercially available Predictor
hERG fluorescence polarization kit (Thermo Fisher Scientific, Illinois, USA). Several
absorption, distribution, metabolism, and excretion (ADME) assays have been carried
out. The following experiments were undertaken: Stability in human microsomes, binding
to human plasma protein, and CYP3A4 inhibition assay (Vivid CYP3A4 assay, Thermo
Fisher Scientific, Illinois, USA). Physico-chemical properties were also assessed such as
aqueous solubility and chemical stability.

Cell culture

Primary human cardiac fibroblasts (HCF) were obtained from Promocell (Heidelberg,
Germany) and maintained in Fibroblast Media 3 following manufacturer’s instructions
(Promocell). Cells were used between passages 5 and 7. Cells were stimulated with
recombinant hANGAL (500 ng/mL, R&D Systems) for 24 h for protein analysis. Primary
Mouse Kidney Fibroblasts (MKF) were isolated from Wild Type (WT) mice. Briefly, 8
weeks old mice were sacrificed by cervical dislocation and kidneys were cleaned and
rinsed in cold DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline). The renal cortex was
minced and incubated in Dulbecco’s modified eagle medium/Nutrient mixture F-12
(DMEM/F12, Sigma) containing 1mg/mL collagenase A (Roche) during 25 minutes at
37°C. The digestion was inactivated by adding culture medium (DMEM/F12 + 10% FBS)
then the cell suspension was passed through a 100-um cell strainer. After centrifugation,
the pellet (containing MKF) was diluted with culture medium then plated in 75¢cm? culture
flask. After 24 hours MKF were washed with DPBS before replacement of fresh culture



medium. Thereafter, culture medium was changed every 48 hours. Once 70-80%
confluent, MKF were trypsinized and plated in 12 or 6-well plates. For experimental use,
MKEF were starved with culture medium containing only 3% FBS. MKF were treated with
mNGAL (500 ng/mL, R&D Systems) for 6h for gene expression analysis.

Animal experiments

Animals were housed in a climate-controlled facility with a 12-hours/12-hours light/dark
cycle and provided free access to food and water. Experiments were approved by the
Darwin ethics committee of Sorbonne University, and conducted according to the
INSERM animal care and use committee guidelines. The NGAL inhibitor GP1 was
incorporated in regular chow (A04, Safe, Augy, France) at the dose of 625 mg GP1/kg of
chow to achieve a low dose of 100 mg/kg/d of GP1 administered to the mice (based on a
daily consumption of 4 g of chow).

Myocardial infarction (MI) was induced as previously described.! Briefly, 8-12 weeks
old C57BIl6 mice were used. Left ventricle diastolic and systolic diameters were measured
in anesthetized (isofluorane 1.5%) mice, according to the American Society of
Echocardiography’s leading-edge method (using Vivid 7 echograph a 14 Mhz probe). In
addition, LV outflow velocity was measured by pulsed waves, and CO was calculated as
follows: CO = aortic VTI x [ x-(LV outflow diameter/2)?] x heart rate, where VTI is
velocity—time integral.

LV hemodynamic was assessed as described previously.! Briefly, mice were anesthetized
(chloral 320mg.kg-1, IP) and the carotid artery cannulated with a pressure-volume
catheter (SPR839, Millar-Instruments, USA) and the catheter was advanced into the LV.
Pressure-volume loops were obtained at baseline and during loading by gently occluding
the abdominal aorta. LV end-systolic and end-diastolic pressures, dP/dtmaxmin, LV
relaxation constant tau and were measured/calculated with 10X software (EMKA,
France). Systolic BP was measured by tail-cuff plethysmography in trained conscious
mice at weeks 8-10 using a BP2000 Visitech model. BP was measured every day in the
same room at the same hour for 5 consecutive days. The BP measurements (expressed as
mmHg) presented are the averages of the last 3 days.

Chronic kidney disease (CKD) was induced by subtotal nephrectomy in eight-weeks-old
male mice (25-26g). All surgeries were performed under ketamine /xylazine anaesthesia.
Briefly, the left kidney was exposed, and the upper and lower poles were tied with a poly-
glycolic acid suture line. The peritoneum and skin were then sutured, and the animals
were returned to their individual cages. After one week of recovery, the second kidney
was removed. Removal of the second kidney represents TO. Sham mice were subjected
to the same surgical procedures but neither renal poles nor the right kidney were removed.
Mice were monitored for any sign of distress, and those observed to be experiencing
severe, unrelievable pain were euthanized. Renal failure was assessed by the measure of
plasma creatinine and urea with an automatic analyser (Konelab 20i; Thermo Fisher
Scientific, Vernon Hills, IL) at weeks 4 and 8 post-Nx.

Histology and molecular biology



In the MI model, heart was harvested after hemodynamics and the atria and the ventricles
were separated and weighed individually. A section of the left ventricle was immersed in
Bouin fixative solution. In the CKD model, kidneys were harvested and a section was
immersed in paraformaldehyde fixative solution. After fixation, the sections were
dehydrated and embedded in paraffin. From these sections, 5-pm thick histologic slices
were obtained and were stained with Sirius Red. For the measurement of cardiac or renal
collagen density, slides were examined and photographed under a light microscope
(Zeiss) at 40x magnification. Collagen content was calculated as percentage of collagen
area to total area of the image. Perivascular collagen was excluded from the analysis.

Molecular Biology

1) Western-blot analysis

Total protein aliquots of 20 pg were prepared from cardiac homogenates and HCF and
electrophoresed on SDS polyacrylamide gels and transferred to Hybond-c Extra
nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences). Membranes were incubated with
primary antibodies for: Collagen I (Santa Cruz; dilution 1:500), Collagen type III (Santa
Cruz; dilution 1:500), fibronectin (Millipore, 1:500), Galectin-3 (Thermo, 1:1000), a-
SMA (Sigma, 1:1000), CTGF (Santa Cruz, 1:200), CD68 (Abcam, 1:500), CD80 (Santa
Cruz, 1:500), CD86 (Santa Cruz, 1:500). Stain free detection was used for loading control
(Bi-Rad Laboratories, CA, USA) After washing, the blots were incubated with
peroxidase-conjugated secondary antibody, and binding revealed by ECL
chemiluminescence (Amersham). After densitometric analyses, optical density values
were expressed as arbitrary units. Results are expressed as an n-fold increase over the
values of the control group in densitometric arbitrary units. ELISA

NGAL, IL6 and collagen type I concentrations were measured in cardiac tissue and cell
supernatants by ELISA according to the manufacturer's instructions (R&D Systems).

2) ELISA
IL6 and collagen type I concentrations were measured in cardiac tissue and cell
supernatants by ELISA according to the manufacturer's instructions (R&D Systems).

3) Proliferation
Cell proliferation was assessed using the MTT Proliferation Assay (Sigma).

4) Gene expression analysis

Frozen tissues (kidneys, heart) were homogenized in TRIzol (Life Technologies,
[llinois, USA) using FastPrep beads (MP-Bio, CA, USA). cDNAs were generated using
the Superscript II reverse transcriptase kit (Invitrogen,NY, USA), and qPCR was
performed as previously described. Briefly, transcript levels were analysed in a
CFX396 apparatus (Biorad). The reactions were performed in duplicate for each
sample using the IQ SYBR Green supermix Kit (Biorad,CA, USA). To normalize gene
expression, the geometric mean of multiple internal reference genes were used (RS/6,
Ubc, Hprt and Gapdh for mice experiments). Values in control conditions were set as
1 for each gene. The sequences of the specific primers are detailed in Table S7.
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SUPPLEMENTAL FIGURES

Synthesis of GPZ614741
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Figure S1: GPZ614741 synthesis scheme.



SUPPLEMENTAL TABLES

Table S1. Percentage of inhibition versus hNGAL on IL-6 secretion in human cardiac
fibroblasts.

Compound IL-6 secretion % inhibition

Control 1.0£0.1

NGAL 221 £0.2 *¥**
GPZ614741 0.86 0.2 1t 61.1
GPZ058225 0.99+0.3 7 55.2
GPZ425915 1.12+0.04 T 493
GPZ503502 1.32 £ 0.1 F 40.2
GPZ413473 1.35+0.01 T 38.9
GPZ672150 1.55+0.2 29.9
GPZ880710 1.57+0.2 28.9
GPZ097126 1.58 £0.02 28.5
GPZ011720 1.60+1.2 27.6
GPZ597101 1.61 +£0.1 27.1
GPZ763971 1.69+0.4 23.5
GPZ438190 1.75+0.2 20.8
GPZ902633 1.81+0.9 18.1
GPZ073952 1.82+0.3* 17.6
GPZ472686 1.98 £0.1 ** 10.4
GPZ129400 1.99 £ 0.1 ** 10.0
GPZ293019 2.01 £0.5 ** 9.0
GPZ972604 2.02 £ 0.1 ** 8.6
GPZ442790 2.04 £0.4 ** 7.7
GPZ384799 2.05+£0.3 ** 7.2
GPZ09424 2.16 £ 0.2 *** 23
GPZ062639 2.26 £ (0.3 *** 2.3
GPZ982826 2.83 £ 0.2 *¥** -28.0
GPZ469183 2.87 £ 0.2 *** -29.9
GPZ069322 2.97 £ 0.5 *** -34.4
GPZ192583 3.19 £ 0.3 ***5 -44.3
GPZ128506 5.72 + 3.5%*F* ¢+ -158.8
GPZ574458 6.28 £ 1.6*¥**f 1+ -184.2
GPZ422811 8.87 + 0.4***y++ -301.3
GPZ291090 Poor solubility
GPZ347499 Toxic
GPZ048130 Toxic

Values are mean + SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs.
T1p<0.01; T71p<0.001 vs. NGAL-treated human cardiac fibroblasts.

Control. 1p<0.05;



Table S2. Chemical formula of GPZ614741 (CAS: 1241512-52-6) GP1 and

GPZ058225 (CAS: 519050-14-7) GP2.

Compound name

Corresponding chemical formula

GPZ614741 (CAS: 1241512-52-6) GP1

H3C \\

GPZ058225 (CAS: 519050-14-7) GP2




Table S3. Second generation compounds derived from GP1 and GP2. Percentage of
inhibition versus hNGAL on IL-6 secretion in human cardiac fibroblasts.

Original compound Compound IL-6 secretion % inhibition
Control 1.00 £ 0.03
NGAL 1.45+£0.1%*

GPZ614741 0.59 +£0.027+ 59.5
GPZ614741 GPZ642292 0.64+ 0.02F7 55.9
GPZ614741 GPZ478519 0.69+ 0.02F7 52.4
GPZ614741 GPZ505884 0.83+ 0.02F7 42.8
GPZ614741 GPZ778195 0.88+ 0.0477 39.3
GPZ614741 GPZ595600 0.92+ 0.04+7 36.6
GPZ614741 GPZ863205 0.93+ 0.03F7 35.9
GPZ614741 GPZ913629 0.93+ 0.02%7 359
GPZ614741 GPZ200962 1.18+£0.2F 18.6
GPZ614741 GPZ385963 1.31+0.1 9.7
GPZ614741 GPZ372533 1.40 £ 0.2%* 3.4
GPZ614741 GPZ524806 1.46+0.4 -0.7
GPZ058225 0.72 £0.027+ 50.4
GPZ058225 GPZ564849 0.85£0.17F 414
GPZ058225 GPZ278618 0.86+ 0.02F7 40.1
GPZ058225 GPZ743042 0.94 +0.037F 35.2
GPZ058225 GPZ519431 1.02+ 0.17F 29.7
GPZ058225 GPZ469120 1.20+£0.1F 17.2
GPZ058225 GPZ406487 1.21 +£0.1% 16.5
GPZ058225 GPZ827496 1.22 +0.02F 15.9
GPZ058225 GPZ380975 1.53 £0.3*% -5.5
GPZ058225 GPZ925853 1.63 +£0.4* -12.4
GPZ058225 GPZ998905 1.67 £0.1** -15.2
GPZ058225 GPZ228729 1.68 +0.3** -15.9
GPZ058225 GPZ241243 Toxic

Values are mean = SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 vs. Control. Tp<0.05;
T1p<0.01; T71p<0.001 vs. NGAL-treated human cardiac fibroblasts.



Table S4. Cell toxicity and ADME. 1) Hepato- and cardio- toxicity determination; 2)
ADME drug incompatibility test (CYP3A4 inhibition potential); 3) ADME parameters

determination.
Compounds TOXICITY ADME
Hepatotoxici  Cardiotoxicity hPPB%  CyP 3A4 Inhibition
% (100=no Stability % %
toxicity) (100= no inhibition)
GP7058225 No tox up 101.73 +4.1 89.11 68.07+1.52
100 uM
GPZ614741 No tox up 101.76+2.48 71.16 72.214+1.94

100 uM




Table S5: Ambinter code for first generation compounds.

Compound Ambinter Code
GPZ614741 Ambl11184725
GPZ058225 Amb2248638
GPZ425915 Amb3442133
GPZ503502 Amb11202635
GPZ413473 Amb3489508
GPZ672150 Amb4231111
GPZ880710 Amb2050586
GPZ097126 Amb278968
GPZ011720 Amb10845008
GPZ597101 Amb8628398
GPZ763971 Amb10758566
GPZ438190 Amb535844
GPZ902633 Amb28974544
GPZ073952 Amb2412316
GPZ472686 Amb10877513
GPZ129400 Amb13907749
GPZ293019 Amb20418710
GPZ972604 Amb7039537
GPZ442790 Amb10663816
GPZ384799 Amb24107065
GPZ09424 Amb10841302
GPZ062639 Amb10200435
GPZ982826 Amb9982824
GPZ469183 Amb6889815
GPZ069322 Amb1043689
GPZ192583 Amb21856038
GPZ128506 Amb10810342
GPZ574458 Amb18511830
GPZ422811 Amb28974546
GPZ291090 Amb7809477
GPZ347499 Amb9154868
GPZ048130 Amb21856064




Table S6: Ambinter code for second generation compounds.

Compound Ambinter Code
GPz478519 Amb9191218
GPZ505884 Amb8210069
GPZ595600 Amb14471392
GPZ642292 Amb8245375
GPZ778195 Amb19510760
GPZ863205 Amb22723246
GPZ913629 Amb14013470
GPZ278618 Amb20642011
GPZ519431 Amb1347727
GPZ564849 Amb2602481
GPZ743042 Amb1262669
GPZ200962 Amb11195808
GPZ469120 Amb2250238
GPZ406487 Amb1346372
GPZ827496 Amb2250270
GPZ385963 Amb11950437
GPZ372533 Amb10618628
GPZ524806 Amb14019491
GPZ380975 Amb2250231
GPZ925853 Ambl13134
GPZ998905 Amb1148393
GPZ228729 Amb1145445
GPZ241243 Amb1148474




Table S7: Primers used in mice in real time PCR analysis

PRIMER FOWARD REVERSE
Housekeeping HPRT TCTAACTTTAACTGGAAAGAATGTC TCCTTTTCACCAGCAAGCT
genes UBC CGGAGTCGCCCGAGGTCACA GGGCTCGACCTCCAGGGTGAT
aSMA TGTGCTGGACTCTGGAGATG GAAGGAATAGCCACGCTCAG
CD68 ACAAGGGACACTTCGGGCCA GTCGTCTGCGGGTGATGCAG

CD80 TTCACCTGGGAAAAACCCCCAGAA
CD86 AGCAGACGCGTAAGAGTGGCT
Target genes  Collagen | CCCCGGGACTCCTGGACTT

Fibronectin CCT ACG GCC ACT GTG TCA CC

IL6 CTCTGGGAAATCGTGGAAATG
MCPI GGCTGGAGAGCTACAAGAGG
TNFa GCCTCTTCTCATTCCTGCTTG

ACGACGACTGTTATTACTGCGCC
CATGGTGCATCTGGGGTCCATC
GCTCCGACACGCCCTCTCTC
AGT CTG GGT CAC GGC TGT CT
AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
TCTTGAGCTTGGTGACAAAAAC

CTGATGAGAGGGAGGCCATT







Role du récepteur minéralocorticoide et de la Neutrophil Gelatinase-
Associated Lipocalin dans les lésions cardio-rénales de l'insuffisance rénale
chronique

Résumé

Le récepteur minéralocorticoide (RM) connu pour son role physiologique dans la régulation
de la pression artérielle mais participe également au développement de certaines pathologies
telles que l'insuffisance rénale, maladies cardiovasculaires et I’hypertension. Notre équipe a
identifié la Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) comme étant une nouvelle cible
régulée directement par le RM dans les pathologies cardiovasculaires. Afin de déterminer le
réle du RM et de NGAL dans le développement des lésions cardio-rénales induites par
I'insuffisance rénale chronique (IRC), nous avons utilisé différents modéles de blocage du RM
et de NGAL : du blocage pharmacologique a la délétion génétique. Nos résultats montrent
dans un premier temps que le RM participe au remodelage cardiaque et a la dysfonction
diastolique induites par I'IRC. Nous avons également montré que le NGAL produit par les
macrophages a un role clef dans I'expression de la chemokine CCL5, qui recruterait des
lymphocytes T CD4* potentiellement impliquées dans le remodelage rénale en sécrétant de
I'IL4. Enfin, nous avons mis en évidence une nouvelle molécule inhibitrice des effets déléteres
de NGAL dans le remodelage cardiaque et rénale dans deux modeéles pathologiques (infarctus
du myocarde et IRC). Pris ensemble, ces résultats démontrent I'implication du RM et de NGAL

dans le développement des |ésions cardio-rénales induites par I'insuffisance rénale chronique.

Mots clés : récepteur minéralocorticoide ; NGAL, insuffisance rénale chronique, lésions
cardio-rénales, fibrose, inflammation



