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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

22



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
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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.

25



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°,

49



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 p