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RESUME



MUC1 est une glycoprotéine exprimée au niveau des tubes distaux et collecteurs du rein
adulte. En pathologie rénale, elle est principalement connue pour étre exprimée dans
certains carcinomes rénaux et en raison de I'existence de mutations du géne responsables
d’'une forme rare d’insuffisance rénale chronique. Des travaux précédents de notre équipe
ont mis en évidence une induction et un rdle néphroprotecteur de MUC1 dans un modéle
murin d’ischémie-reperfusion (IR). Afin de compléter les données sur le réle de MUC1 dans
ce modéle, nous avons spécifiquement étudié I'expression de MUC1 au niveau des tubes
proximaux qui sont a l'origine des propriétés uniques de régénération du rein. Nous avons
montré que MUC1 est induit dans les cellules épithéliales tubulaires et que son expression
s’associe a une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) partielle qui est a l'origine de la
plus grande plasticit¢ de ces cellules. Par ailleurs, nous avons observé que I'expression
persistante de MUC1 dans le parenchyme rénal est associée a une réparation incompléte
des lésions parenchymateuses et a I'évolution vers la fibrose interstitielle et la dysfonction
rénale chronique.

Dans un deuxiéme temps de notre travail, nous avons souhaité étudier le réle
immunomodulateur de MUC1. Dans le modéle d’IR, I'entretien des Iésions ischémiques est
secondaire a la mise en place d’'une inflammation stérile caractérisée par l'activation de
limmunité innée qui succéde a la libération de signaux de danger lors de la mort des cellules
tubulaires. Dans le tractus respiratoire et digestif, il a été montré que MUC1 joue un réle anti-
inflammatoire notamment via l'inhibition des Toll Like Receptors (TLRs), une famille de
récepteurs spécialisés dans la reconnaissance de ces sighaux de danger. Dans le rein, le
TLR4 est le principal TLR impliqué a la fois dans la réponse a I'IR et au sepsis. En utilisant
un modele d’insuffisance rénale aigué septique par injection de lipopolysaccharide (LPS), un
ligand spécifique du TLR4, nous avons pu montrer que MUC1 a une action néphroprotectrice
via une diminution des signaux inflammatoires. Cette action de MUC1 est secondaire a son
expression au niveau des macrophages pro-inflammatoires qui jouent un réle central dans le
sepsis. Plus précisément, l'effet anti-inflammatoire de MUC1 découle de l'inhibition du
recrutement de la protéine adaptatrice MYD88 dés les premiéres étapes de la voie du TLR4.
Au total, nos résultats montrent que MUC1 joue un réle préalablement méconnu au cours de

'agression rénale aigué qu’elle soit d’origine ischémique ou septique.



SUMMARY



MUCH1 is a glycoprotein expressed in the distal and collecting tubes of the adult kidney. In
renal diseases, it is mainly known to be expressed in certain renal carcinomas and also
because mutations in the MUC1 gene are responsible for a rare form of chronic interstitial
disease. Previous work from our team has demonstrated the increased expression and the
nephroprotective effects of MUC1 in a mouse model of ischemia-reperfusion (IR). To further
explore the role of MUC1 in this model, we specifically studied the expression of MUC1
within the proximal tubules which are known to be responsible for the kidney's unique
regenerative properties. We have shown that MUC1 is indeed induced in proximal tubular
epithelial cells and that its expression is associated with a partial epithelial-mesenchymal
transition (TEM) which is responsible for the greater plasticity of those cells. In addition, we
have observed that persistent expression of MUC1 in the renal parenchyma is associated
with incomplete repair of parenchymal lesions and progression to interstitial fibrosis and
chronic renal dysfunction.

In a second part, we aimed to study the immunomodulatory functions of MUC1. In the IR
model, maintenance of ischemic damage is secondary to the development of a sterile
inflammation characterized by the activation of innate immune cells by danger signals
released following the death of tubular cells. In the respiratory and digestive tracts, MUC1
has been shown to play an anti-inflammatory role, notably through the inhibition of Toll Like
Receptors (TLRs), a family of receptors specializing in the recognition of these danger
signals. In the kidney, TLR4 is the primary TLR involved in both the response to IR and
sepsis. Using a model of acute septic renal failure by injection of lipopolysaccharide (LPS), a
ligand specific for TLR4, we were able to show that MUC1 has a nephroprotective action via
a decrease in inflammatory signals. This action of MUC1 is secondary to its expression in
pro-inflammatory macrophages which play a central role in sepsis. Moreover, we showed
that the anti-inflammatory effect of MUC1 results from the inhibition of the recruitment of the
adapter protein MYD88 at the early stages of the TLR4 pathway activation. Overall, our
results show that MUC1 plays a previously unrecognized role in acute renal injury, whether

of ischemic or septic origin.



PREAMBULE



Lorsque ce travail de thése a débuté (2015), l'implication de MUC1 en pathologie rénale non
tumorale était méconnue et les données publiées concernaient principalement la forme
mutée de MUC1 (MUC1-fs) dont 'accumulation est a I'origine d’'une forme génétique rare
d’insuffisance rénale chronique (Kirby et al., 2013). Depuis plusieurs années, les travaux de
notre équipe ont permis d’avancer sur I'expression de MUC1 dans le rein adulte et sur son
réle en pathologie rénale tumorale (Leroy et al., 2003 ; Aubert et al., 2009). A 'occasion de
ces travaux, le Pr Aubert a notamment mis en évidence un lien entre MUC1 et la réponse a
'hypoxie (Aubert et al., 2009). Au cours de sa thése d'Université, le Dr Gnemmi a montré
que ce mecanisme de régulation de MUC1 était impliqué dans la réponse du rein dans un
modéle murin d’ischémie-reperfusion. Elle a notamment montré que I'expression de MUC1
s’associait a des modifications de phénotype des cellules épithéliales tubulaires suggérant
une TEM partielle. Le premier objectif de mon travail de thése a été de s’appuyer sur ces
données pour étudier plus particuliérement les cellules épithéliales proximales. En effet, en
condition physiologique, MUC1 est exprimée uniquement au niveau des tubes distaux alors
que ce sont les cellules épithéliales proximales qui sont a I'origine de la régénération rénale
(Bonventre et al., 2011).

Dans la premiére partie de ce travail (Partie 1), je présenterai donc mes résultats obtenus
sur le role de MUC1 dans les cellules épithéliales tubulaires proximales en réponse a

I'hypoxie.

Pendant mon travail de thése, le role de MUC1 comme régulateur de l'inflammation a
émergé dans la littérature notamment dans le tractus digestif et respiratoire (Dhar et al.,
2019). Nous avons fait I'hnypothése que ce réle original de MUC1 est également pertinent en
pathologie rénale. En particulier, nous avons ciblé la voie du TLR4 qui est déterminante dans
plusieurs modéles d’agression rénale aigué. Pour des raisons de faisabilité technique mais
également pour étudier spécifiquement l'interaction entre MUC1 et TLR4, j’ai mis au point
pendant ma thése un modéle murin d’insuffisance rénale aigué septique par injection de

lipopolysaccharide (un ligand spécifique du TLR4).

Dans la seconde partie de ce travail (Partie 2), je présenterai et discuterai mes résultats

obtenus dans ce nouveau modéle.
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PARTIE |
I- Présentation de la famille des mucines
I-1 Généralités

Les mucines constituent une famille de protéines hautement O-glycosylées présentes a la
surface de nombreux types cellulaires. Elles partagent une organisation structurelle
commune caractérisée par la présence d’un réseau dense d'oligosaccharides O-liés attachés
aux résidus sérine ou thréonine. Ce réseau hautement glycosylé a la surface des cellules
joue un réle clé dans la protection des épithéliums, le maintient de la polarité cellulaire et la
régulation des propriétés d’adhérence entre cellules, avec la matrice extracellulaire et
également dans les interactions avec certains agents pathogénes (Buscaglia et al., 2006).
Dans le cancer, suite a des modifications de la glycosylation, les mucines interviennent dans
de nombreux processus clés de la progression tumorale (Kufe, 2009). Plus récemment, il a
été mis en évidence que les mucines intervenaient aussi comme des régulateurs de la

réponse immunitaire face a I'agression d’agents pathogenes (Martin et al., 2019)

Les mucines sont codées par les génes MUC numérotés par ordre de découverte. A ce jour,
les génes MUC suivant ont été identifiés chez 'homme : MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B,
MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUCe6, MUC7, MUC8, MUC9, MUC12, MUC13, MUC14,
MUC15, MUC16, MUC17, MUC19, MUC20, MUC21 et MUC22.

-2 Structure commune aux mucines

Toutes les mucines ont certaines caractéristiques structurelles communes : une masse
moléculaire élevée (a I'exception de MUC7), une grande richesse en acides aminés proline,
thréonine, sérine et de nombreuses chaines O-glycanniques. Des expériences de protéolyse
ont montré que les mucines sont composées d'un axe peptidique constitué d’une alternance
de domaines hautement glycosylés (résistantes a la protéolyse) et de courtes régions
«nues » qui sont moins glycosylées (libérées par la protéolyse) (Rose et al., 1989). Les
régions richement glycosylées et hydrophiles traduisent la présence de domaines constitués
de nombreux résidus proline, thréonine et sérine (domaine PTS) auxquels sont attachés de
nombreuses chaines oligosaccharidiques par des liaisons O-glycosidique (de type séryl ou
thréonyl N-acétyl galactosamine) (Fig1). Cette organisation est la conséquence de la
structure des génes des mucines ou I'on retrouve des motifs répétés en tandem qui codent
pour les domaines PTS. Ce motif répété est codé par un unique exon dont la taille varie de
2.2 a 21 kilobases (kb) (Nollet et al., 1998). La taille et la séquence du motif répété sont
spécifiques de chaque mucine. Lorsque le domaine répété est long, le nombre de répétitions

est instable et cela engendre une variabilit¢ du nombre de tandem observés chez un
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individu. Ce phénoméne est responsable d'un polymorphisme inter-individuel et inter-

allélique du VNTR (Variable Number Tandem Repeat).

I1-3 Les différentes classes de mucines

On distingue classiquement les mucines sécrétées des mucines membranaires.
Mucines sécrétées

Elles sont parfois appelées « mucines vraies » ou mucines sécrétées gélifiantes car elles
interviennent dans la formation du mucus. Chez 'homme, elles sont au nombre de 5:
MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 et MUC19 si I'on exclut MUC7 qui est une mucine
sécrétée mais non gélifiante. Chacune posséde un orthologue murin que I'on désigne alors :
Muc2, Mucbac, Muc5b, Muc6 et Muc19. Elles sont exprimées par une petite partie des
épithéliums car elles sont synthétisées par des cellules épithéliales spécialisées, les cellules
caliciformes (Perez-Vilar et al., 2007). Les génes MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUC6 sont
localisés en cluster de 400 kb au sein du locus 11p15.5 (Pigny et al.,, 1996) tandis que
MUC19 est situé en 12q12 (Chen et al, 2004). Les structures génomiques de ces cinq
génes sont superposables avec notamment un exon central codant pour le TR suggérant
qu’ils partagent un géne ancestral commun (Desseyn et al, 1998). 18 exons ont été
identifiés en aval de I'exon central pour MUC2, MUC5B, MUC5AC et MUC19 et il en existe
seulement 2 pour le géne MUCG6 (Desseyn et al., 2008). La région amino-terminale ou N-
terminale est homologue au facteur von Willebrand (VWF) avec lequel elles partagent un
ancétre commun (Desseyn et al., 2000). Comme décrit pour le VWF (Sadler et al., 2009), la
position des résidus Cys dans le domaine de type D, serait impliquée dans la dimérisation
des mucines (Ridley et al., 2014). Les séquences codant les régions carboxy-terminales ou
C-terminales sont riches en résidus Cys et composées de domaines D, B, C et cystin-knot.
Le motif « Cystine Knot » est constitué d'environ 85 acides aminés (AA) avec notamment 11
résidus Cys sur des positions hautement conservées (Fig 1). Il serait important dans la

formation des hétérodiméres et homodimeres de mucines (Torres et al., 2012).
Mucines membranaires

Contrairement aux mucines sécrétées, elles sont exprimées par de nombreux types de
cellules épithéliales non spécialisées. Elles ont été appelées « mucin-like » car elles ne
participent pas directement a la formation du mucus. Pour autant, par épissage alternatif ou
par clivage (Moniaux et al., 2001), elles peuvent étre détachées de la membrane
plasmatique. La famille des mucines membranaires comprenait historiquement MUCA1,
MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC18, MUC20
(Rose and Voynow, 2006) et MUC21 (Itoh et al., 2008). Toutefois, MUC18 n’est aujourd’hui
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plus considérée comme un membre des mucines et a été renommée METCAM. Concernant
MUC13, 15 et 20 elles sont encore membres de cette famille méme si la taille de leur
domaine PTS est trop petite (ou absente pour MUC15) pour qu’elles partagent les
caractéristiques structurelles propres aux mucines. A noter enfin, qu’il est probable que
MUC3A et MUC3B soient deux séquences d’un unique géne MUC3 et non deux mucines a

part entiére (Desseyn et al., 2008).
Les mucines membranaires sont constituées de 3 parties (Fig 1) :

- Une large sous-unité extracellulaire, qui comporte le TR hautement glycosylé. Au niveau de
la région N-terminale, on peut trouver plusieurs domaines en fonction du type de la mucine
considérée : des domaines EGF-like dans les MUC3, -4, -12, -13, -17 ; SEA (sea urchin
sprem protein enterokinase and agrin) dans les MUC1, -3A, -3B, -12, -13, -16, -17, et
d’autres domaines retrouvés uniquement dans MUC4 (AMOP :adhesion associated domain
in MUC4 and other protein), vWFD, NIDO (nidogen-like)) (Fig 1).

- Un domaine hydrophobe transmembranaire unique

- Une courte région intra-cytoplasmique. Par la présence de sites de phosphorylation sur des
résidus sérines, thréonines et tyrosines cette région intra-cytoplasmique est impliquée dans

la transduction du signal.
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Figure 1 : Structure des mucines. Figure reproduite a partir de Dekker et al., 2002. Les séquences protéiques
des différentes mucines sont alignées au niveau de I'extrémité C-terminale Les différents domaines sont

représentées dans des couleurs différentes.
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II- La mucine MUC1
11-1 Découverte de MUC1

La protéine MUC1 a été identifiée pour la premiére fois dans la membrane des globules gras
du lait et était parfois appelée antigéne HMFG (Human Milk Fat Globule). C’est une protéine
riche en sérine, thréonine, proline, glycine et alanine qui a la particularité d’étre porteuse de
nombreuses chaines O-glycanniques qui rendent compte de son haut poids moléculaire.
MUC1 a été la premiére mucine a étre identifiée c’est pourquoi elle porte le numéro 1 dans la
nomenclature des mucines mais elle est aussi connue sous de nombreuses autres
appellations dont les plus fréquentes sont: la mucine épithéliale polymorphe (PEM),
'antigéne de la membrane épithéliale (EMA), I'épisialine, le CD227 ou encore I'antigéne DF3
(Albrecht et al., 2011). L'équipe de Gendler et coll.. a été la premiére a cloné le géne de
MUCH1 a partir de lignées de cellules tumorales mammaire en 1987. Le géne est situé sur le

chromosome 1 en q21-24 et comporte 7 exons et 6 introns (Swallow et al., 1987).

1lI-2 Régulation de I’expression de MUC1

Régulation épigénétique de MUC1

La régulation épigénétique de MUC1 a principalement été étudiée dans le cancer. Il a été
montré que la méthylation de I'histone H3-K9 et des ilots CpG dans le promoteur de MUC1
provoque une répression transcriptionnelle alors que I'hypométhylation et I'acétylation des

H3-K9 sont indispensables a son expression (Yamada et al., 2008).

Régulation transcriptionnelle

La région promotrice de MUC1 a été tres étudiée pour comprendre les déterminants de sa
surexpression dans les cellules tumorales. Elle contient différents types de site de liaisons
qui permettent la fixation de nombreux facteurs de transcription: Sp-1, le récepteur aux
oestrogeénes et a la progestérone, les protéines activatrices AP-1 a 4, NF-1 (Nuclear Factor
1), GATA1-4, Yin Yang 1 (YY1), le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes
(PPAR) et STAT3 (Abba et al., 2006). Kovarik et coll.. ont déterminé que le fragment -150/-
60 du promoteur contient un élément cis permettant la fixation de Sp1 et une E-Box (parfois
appelée E-MUC1), tous les deux essentiel a I'expression tissulaire spécifique de MUC1
(Kovarik et al., 1993). La méme équipe a mis en évidence d’autres sites de fixation potentiels
pour le facteur de transcription Sp1 (un site distal en -576/-568 et un site proximal en -99/-
90) dans différentes lignées tumorales épithéliales (Kovarik et al., 1996). A noter qu’'au
niveau de ce site proximal en -99/90, il a été décrit une fixation compétitrice de SpA qui
régule négativement I'expression de MUCT. Il a par ailleurs été décrit cinq sites potentiels

d’interaction avec STAT dont 4 sont situés au niveau des sites -90, -75, -55 et -35 proches
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de la boite TATA et des GC-boxes (Zaretsky et al., 1999) et le dernier en amont du site
d’initiation de la transcription (Gaemers et al., 2001). Les cytokines pro-inflammatoires telles
que le TNF-a et I''FN-y induisent une forte induction de MUCT par les actions indépendantes
de NF-kB p65 et STAT1a sur la région située entre -589 et -495 du promoteur de MUCT
(Lagow et al., 2002). Par ailleurs, le TNF-a peut également induire I'expression de MUC1 via
la voie des MAP-kinases (Koga et al., 2007). Des éléments de réponse a I'hypoxie (HRE)
permettant la fixation de HIF-1a ont été décrits au sein du promoteur de MUC1 et régulent

son expression dans les carcinomes rénaux a cellules claires (Aubert et al., 2009).

11-3 Structure de MUC1 (Fig 2)

MUC1 est d’abord traduite sous forme d’'un précurseur monomérique. C’est seulement dans
le réticulum endoplasmique que ce précurseur est clivé aboutissant a la constitution de deux
sous-unités (MUC1-N et MUC1-C) reliées entre elles par une liaison non covalente
(Ligtenberg et al., 1992). Le clivage s’effectue par autoprotéolyse au niveau d’une séquence
FRPG/SVVV, hautement conservée et partagée avec MUC3 et MUC12, située dans le
domaine SEA (Palmai-Pallag et al., 2005, Macao et al., 2006). Les deux-sous unités sont

présentées ci-dessous (Fig 2) :

- La sous-unité N-terminale MUC1-N, ou sous-unité alpha, constitue le domaine
extracellulaire qui s'étend au-dela de la surface cellulaire. Il est codé par les exons 1-
4 du gene de MUCT1. Le premier exon code pour un peptide signal, une séquence
d'acides aminés d'environ 20-25 AA qui guide la translocation de la protéine vers la
membrane (Gendler et al., 1990). Il est suivi du TR qui est composé d’un nombre
variable de répétitons (25 a 120) dun motif de 20 AA:
GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP (Swallow et al., 1987; Ligtenberg et al.,1991; Vos et
al.,1991). Du fait de la variabilité du nombre de répétitions, le squelette protéique a
une masse moléculaire qui varie de 120 a 300 kDa. En Europe du Nord, le VNTR est
constitué de 20 a 120 répétitions. Flanquant le VNTR, il existe de courtes séquences
dégénérées qui ont une légére similitude de séquence avec le TR. Dans un
environnement pro-inflammatoire, des protéases, en particulier I'enzyme de
conversion du TNF-a (TACE), MMP-14 et ADAM17 sont capables d'induire la
libération du domaine extracellulaire MUC1-N en agissant sur un site de clivage dans
le module SEA situé dans la partie extracellulaire de MUC1-C (Thathiah et al., 2003;
Brayman et al., 2004; Thathiah et Carson., 2004; Macao et al., 2006). Ce mécanisme
de clivage joue un rdle anti-infectieux (Lindén et al., 2009) et modifie 'adhérence des

épithéliums (Cullen et al., 2011).
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- La sous-unité C-terminale MUC1-C, ou sous-unité béta, contient un domaine
extracellulaire de 58 AA, un domaine transmembranaire de 28 AA et un domaine
intra-cytoplasmique terminal (également appelé la queue cytoplasmique) de 72 AA
(MUC1-CT). Les trois premiers résidus du domaine cytoplasmique (Cys-GIn-Cys)
constituent un motif CQC qui permet 'adressage de MUC1 a la membrane (Kinlough
et al., 2006). Un motif RRK (Lysine-Lysine-Arginine), adjacent au motif CQC, permet
de maintenir le domaine cytoplasmique a I'extérieur de la membrane (Singh et al,
2006). Ces deux motifs sont également impliqués dans la dimérisation de MUC1-C et
la translocation nucléaire de MUC1-CT en favorisant son interaction avec l'importine
B et la nucléoporin p62 (Nup62) (Li et al, 2003, Leng et al, 2007). MUC1-CT
comporte sept résidus tyrosine, dont 4 se sont avérés étre phosphorylables et
impliqués dans la transduction du signal. Sur ces sept résidus tyrosines, six sont
hautement conservés parmi les espéces de mammiféres, ce qui reflete I'importance
de cette région (Lillehoj et al, 2013). De nombreuses tyrosines kinases pouvant
interagir avec ces sites de phosphorylation ont été recensées dans la littérature :
ZAP-70, Lyn, Lck (Li et al., 2004 ; Sousa et al., 2016), Shc, PLCy1, ¢c-Src, Grb-2,
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Wang et al., 2003). MUC1-CT est également un
substrat pour GSK3p3, EGFR, and platelet-derived growth factor receptor-f (PDGFR)
(Singh et al., 2007, Schroeder et al., 2001). Aprés phosphorylation MUC1-CT peut
engager d’autres voies de signalisation intracellulaire, il a par exemple été montré
gu’aprés phosphorylation par TEGFR, MUC1-CT devient un site d’ancrage pour des
protéines contenant un domaine Src homology 2 (SH2) (Li et al., 2001). De méme
aprés engagement par erB, MUC1 peut interagir avec les protéines du choc
thermique HSP70, HSP90 (Ren et al, 2006a, Ren et al, 2006b). Apres
phosphorylation par erB ou EGFR, il semble que MUC1-CT soit également capable
d’activer la voie mitogen activated protein kinase (MAPK)/extracellular signal-
regulated kinase (ERK) (Meerzaman et al., 2001). Enfin des interactions directes de
MUC1-CT avec les récepteurs a aux cestrogénes, p53, p120, APC, et le calcium
cyclophilin ligand (CAML) ont aussi été rapportées (Singh et al., 2008, Molock and
Lillehoj., 2006).

Aprés séparation des deux sous-unités, I'enzyme y-Secretase est également capable de
cliver MUC1-C (Julian et al., 2009) ce qui est nécessaire a sa translocation nucléaire. De
maniere surprenante, MUC1-N a aussi été détectée dans le noyau sans que le mécanisme

soit élucidé (Kumar et al., 2012).
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Figure 2: Structure de MUC1 et sites de clivage. Figure librement adaptée de Nath ef al, 2014. La
glycoprotéine MUC1 est constituée des deux sous-unités MUC1-N et MUC1-C reliées entre elles par une liaison
non covalente. MUC1-N est majoritairement constituée par le tandem repeat dont le nombre peut varier (VNTR).
Il existe également, au niveau N-terminal, un peptide signal qui guide la protéine a la membrane. MUC1-C est
constituée de 3 domaines: Un court domaine extracellulaire qui contient le domaine SEA, une partie
transmembranaire et la queue cytoplasmique (MUC1-C) qui permet la transduction du signal. MUC1 peut étre
clivée au niveau de son domaine SEA par plusieurs protéases dont TACE, MMP-14 et ADAM17. La forme clivée

peut subir un deuxiéme clivage par la y-sécrétase.

lI-4 Voies de signalisation

Par lintermédiaire de son domaine intra-cytoplasmique, MUC1 peut interagir avec de
nombreux partenaires et activer des voies de signalisations variées. La description de
chacune de ces voies est en dehors du cadre de ce travail de thése, d’autant plus, qu’elles
ont été décrites dans des cellules cancéreuses et ne sont pas nécessairement transposables
aux fonctions de MUC1 dans les cellules épithéliales non tumorales. Par exemple, dans les

cellules tumorales, il a été montré que MUC1-C et la sous-unité p65 du complexe NF-kB
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étaient colocalisées au niveau des promoteurs des génes des cytokines pro-inflammatoires
IL-6 et TNF-a ce qui suggére que MUC1 promeut un environnement pro-inflammatoire
(Ahmad et al., 2009). Pour autant, I'étude du réle de MUC1 dans l'inflammation non tumorale
(détaillée dans une partie ultérieure) montre que MUC1 a principalement une activité anti-

inflammatoire.

Interaction avec la voie Wnt / B-catenin

A I'état normal, la B-caténine forme un complexe avec I'E-cadhérine au niveau des jonctions
adhérentes entre les cellules épithéliales. En cas de perte de polarité cellulaire, 'expression
délocalisée de MUC1 entraine une interaction compétitive de la queue cytoplasmique de
MUC1 avec la B-caténine ce qui déstabilise le complexe E-cadhérine / B-caténine. Par
ailleurs, il a été montré que linteraction de MUC1-CT avec la B-caténine favorise la
translocation nucléaire de cette derniére ce qui favorise I'interaction entre la B-caténine et les
facteurs de transcription LEF1 (Lymphoid Enhancer Factor 1) et TCF (T-cell Factor) et active
in fine la transcription des génes cibles de la voie Wnt comme c-Myc ou encore la cycline D1
(Lillehoj et al., 2007) (Fig 3). L’interaction de MUC1-CT avec la B-caténine est régulée par les
différentes kinases capables de phosphoryler MUC1-CT. Ainsi, la phosphorylation de MUC1-
CT par ¢c-SRC ou PKC& augmente l'affinité du complexe MUC1-CT / 3-caténine alors que la
phosphorylation par GSK3 I'inhibe (Ren et al., 2002 ; Li et al., 1998).

La voie Wnt / B-caténine a une place importante en pathologie rénale notamment via son
implication dans le phénoméne de TEM (Gewin et al., 2018). Dans le rein non tumoral, la
TEM partielle est caractérisée par la diminution transitoire et réversible de I'expression des
marqueurs épithéliaux et l'acquisition de marqueurs mésenchymateux par les cellules
épithéliales tubulaires pendant les phases de régénération et au cours de la fibrogenése
(Gewin et al., 2018). Il ne s’agit pas d'une TEM compléte comme elle peut étre observée au
cours du developpement car le changement phénotypique n’est pas total (conservation de
I'expression des marqueurs épithéliaux) et parce que les études de tragage cellulaire semble
montrer que les cellules épithéliales tubulaires ne se transforment pas en fibroblastes ou

myofibroblastes interstitiels (Mezni et al., 2015).
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Figure 3 : Interaction entre MUC1 et la B-caténine. Figure librement adaptée a partir de Van Putten et al.,
2017. La B-caténine forme normalement un complexe avec I'E-cadhérine au niveau des jonctions adhérentes. En
cas de surexpression ou de délocalisation de MUC1, MUC1-CT phosphorylée entre en compétition avec I'E-
cadhérine pour le recrutement de la B-caténine ce qui favorise sa translocation nucléaire et déstabilise les

jonctions intercellulaires.
Role anti-apoptotique

Dans les cellules tumorales, via son réle dans la voie Wnt/B-caténine aboutissant notamment
a la synthése de la cycline D1, I'expression de MUC1 favorise 'activation de facteurs pro-
survie dans les cellules (Wang et al, 2013). Par ailleurs, dans des modéles in vitro, la
surexpression de MUC1 et la phosphorylation de sa queue cytoplasmique aboutit a une
augmentation de I'expression mitochondriale de la protéine anti-apoptotique cell lymphoma
extra-large (Bcl-xL) (Raina et al., 2004; Ren et al., 2004) et au contraire a une inhibition de la
protéine pro-apoptotique Bcl2-associated agonist of cell death (Bad) (Raina et al., 2004). Un
autre mécanisme important dans son réle anti-apoptotique de MUC1-CT provient de son
interaction avec un domaine protéine p53. Cette liaison favorise la translocation nucléaire de
la p53 qui inhibe la transcription de la protéine pro-apoptotique Bax et favorise la

transcription de p21 ce qui entraine un arrét du cycle cellulaire (Wei et al., 2005).
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Réle dans la régulation du métabolisme énergétique

Le passage de la phosphorylation oxydative a la glycolyse aérobie est aussi un mécanisme
observé a la fois dans le cancer et dans des atteintes inflammatoires. MUC1 peut intervenir a
plusieurs niveaux dans la régulation du métabolisme énergétique. Par son action sur la voie
Wnt / B-caténine, la surexpression de MUC1 favorise la transcription du facteur HIF-1a par
l'intermédiaire de la voie PI3K / AKT (Murthy et al., 2018). HIF-1a est une protéine majeure
de la balance énergétique. Elle favorise I'expression des enzymes glycolytiques (HK, PKM2,
LDH-A) et des transporteurs de glucose (Luo et al., 2011) nécessaires a la la mise en place
d’'une glycolyse aérobie éleveée, avec une augmentation de la production de lactate et une
diminution de la phosphorylation oxydative mitochondriale. MUC1 peut également interagir
directement avec le facteur HIF-1a et le stabiliser comme cela I'a été rapporté dans des

cellules tumorales pancréatiques (Chaika et al., 2012) (Fig4)

MUCl

Lactate «—— Pyruvat DHs

0 Noyau cellulaire

Figure 4: R6le de MUC1 dans le la régulation du métabolisme énergétique des cellules. Figure librement
adaptée a partir de l'article «Activation de la glycolyse aérobie par la voie canonique WNT/B-caténine » par A.
Vallée 2018. MUC1 via son role stabilisateur de la protéine HIF-1a et son réle dans la translocation nucléaire de

la B-caténine favorise la mise en place de la glycolyse aérobie au dépend de la phosphorylation oxydative.

1I-5 Glycosylation de MUC1

Dans les cellules normales, MUC1 est fortement glycosylée ce qui la protége des clivages

protéolytiques. Par ailleurs, la glycosylation stabilise MUC1 a la surface des cellules en
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'empéchant de subir une endocytose médiée par la clathrine (Altschuler et al., 2000). MUC1
est principalement O-glycosylée au niveau des résidus sérine et thréonine dans le VNTR
mais également modérément N-glycosylée (Chang et al., 2000). La glycosylation contribue
pour 50 a 90% du poids total de MUC1. En fonction de la taille du VNTR, la masse
moléculaire de la protéine glycosylsée peut représenter entre 250 et 500 kDa. Cing sites de
N-glycosylation ont été répertoriés au niveau de résidus d'asparagine. Quatre de ses sites
sont retrouvés dans les séquences dégénérées flanquant le VNTR et un dans le domaine
extracellulaire de MUC1-C. Le modéle de glycosylation de MUC1 varie en fonction de
I'expression tissulaire spécifique des glycosyltransférases (Hattrup et al., 2008). La N-
glycosylation démarre dans le réticulum endoplasmique, alors que linitiation et I'élongation
de la O-glycosylation se déroulent dans le cis- et trans-Golgi (Hilkens et al., 1988). Les
propriétés biologiques de MUC1 sont dépendantes de I'O-glycosylation, tandis que la N-
glycosylation joue un réle majeur dans le repliement de la protéine, son tri et sa sécrétion
ainsi que dans l'expression apicale dans les cellules polarisées (Parry et al, 2006). La
glycosylation de MUC1 est modifiée en condition pathologique. Par exemple dans le cancer,
MUC1 est hypoglycosylée ce qui favorise son internalisation dans les cellules tumorales
(Nath et al., 2014).

11-6 Isoformes de MUC1

Il existe plusieurs isoformes de MUC1 issus de I'épissage alternatif au cours de la
transcription et aboutissant a la rétention de un ou plusieurs introns et/ou au saut de un ou
plusieurs exons. Chez 'homme, environ 78 isoformes de MUC1 ont été observés (Nath and
Mukherjee, 2014), dont les isoformes les plus courants sont MUC1 / A, MUC1 / B, MUC1 /
C, MUC1 / D, MUC1 / X (ou MUC1 / Z), MUC1 / Y et MUC1 / ZD (Fig 5). Les isoformes
MUC1 / A, MUC1 / B, MUC1 / C et MUC1 / D sont des isoformes dits «pleine longueur»
(Ligtenberg et al., 1990, Obermair et al., 2001). MUC1 / B est '’ARNm dit «xnormal» de MUC1.
MUC1 / A est généré en raison de la rétention d'une séquence de 27 paires de bases (pb) de
l'intron 1 dans I'ARNm, ce qui le rend plus long. MUC1 / C et MUC1 / D sont caractérisés par
des pertes de séquences de l'exon 2 (Fig 5). Comme c'est I'exon qui code le VNTR, ces
variantes ont donc des longueurs plus courtes. Les isoformes MUC1 / X (ou MUC1 / Z),
MUC1 /Y et MUC1 / ZD n'ont pas de VNTR en raison du saut de I'exon 2 (Zrihan-Licht et al.,
1994, Oosterkamp et al., 1997). L'isoforme MUC1 / Y est plus court de 54 pb que MUC1 / X
et est fortement exprimée dans les cellules cancéreuses du sein et de I'ovaires (Schut et al.,
2003, Baruch et al., 1997). MUC1 / ZD a perdu le VNTR ainsi que les séquences
dégénérées flanquantes et contient un domaine C-terminal unique de 43 AA qui résulte d'un
décalage dans le cadre de lecture (Levitin et al., 2005). L'isoforme MUC1 / SEC est secrété

dans le milieu extracellulaire suite a un épissage alternatif conduisant a la perte du domaine
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transmembranaire et est capable de se lier a la forme MUC1/Y entrainant la phosphorylation
de résidus tyrosine (Baruch et al., 1999). Actuellement, il existe peu de données dans la
littérature sur la signification fonctionnelle de chacun de ces isoformes de MUC1 (Hanisch et
Muller., 2000; Nath et Mukherjee., 2014).
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Figure 5 : lllustration des différents isoformes de MUC1. Figure reproduite a partir de l'artcie « Reflections on

MUC1 glycoprotein: the hidden potential of isoforms in carcinogenesis » par Sousa et al., 2016.

1I-7 Expression de MUC1

Cellules épithéliales

MUC1 est exprimée dans les cellules épithéliales de fagon quasiment ubiquitaire chez
lhomme. Son expression est élevée au sein des épithéliums canalaires et
glandulaires notamment dans le tractus gastro-intestinal (estomac, pancréas, vésicule
biliaire, duodénum, rectum et cblon), respiratoire (nasopharynx et bronche), uro-génital
(reins, prostate, trompe, col et utérus). Une expression moindre de MUC1 est retrouvée au
niveau des reins, des glandes mammaires, de la conjonctive et de I'oreille moyenne (Uhlen
et al., 2015).

22



Cellules hématopoiétiques

MUC1 est exprimée, bien qu'a un degré moindre comparativement aux cellules épithéliales,
dans différents types de cellules immunitaires. Chez I'homme, son expression a été
caractérisée dans les lymphocytes T activés (Correa et al., 2003). Dans cette population, le
niveau d’expression de MUC1 est trés faible comparé a celui des cellules épithéliales (de
I'ordre de 50 fois moins en gPCR) et MUC1 présente un profil de glycosylation différent de
celui connu dans les cellules épithéliales (Correa et al., 2003). La queue cytoplasmique de
MUC1 peut étre phosphorylée par les tyrosines kinases Lck, ZAP-70 et Lyn (Li et al., 2003,
2004). Cette phosphorylation de MUC1-CT favorise la translocation nucléaire de la B-
caténine ce qui va impacter les fonctions immunitaires des lymphocytes. En condition
inflammatoire, la cytokine IL-7 augmenterait d’autant plus linteraction entre MUC1-CT et la
B-caténine (Vasir et al, 2005). Il faut noter que I'expression de MUC1 au niveau des
lymphocytes B et les plasmocytes est peu connue et les données de la littérature concernent
principalement le myélome multiple dans lequel une induction de MUC1 a été rapportée
(Treon et al.,1999, Duperray et al., 1989).

Dans les cellules de l'immunité innée, I'expression de MUC1 a été documentée sur les
cellules dendritiques, les monocytes / macrophages et les neutrophiles (Vasir et al., 2005,
Wykes et al., 2002, Pentheroudakis et al., 2004, Leong et al., 2003). Le role de MUCA1, au

niveau des cellules dendritiques et des macrophages sera détaillé dans une autre partie.

Ill- MUC1 et rein

Dans le rein adulte normal, MUC1 est exprimée au pdle apical des cellules constituants les
tubes contournés distaux et les tubes collecteurs. Si les mucines -3, -4, -6, -20 sont
également retrouvées dans le rein (Leroy et al., 2003), MUC1 est la mucine la plus
représentée. Son expression est détectée dés la 7éme semaine de gestation au niveau du
blasttme métanéphrique, au bourgeon urétéral et aux tubes contournés distaux et
collecteurs (Leroy et al., 2002b). Aucune expression n’est observée au niveau des différents
types cellulaires constituants les glomérules (podocytes, cellules mésangiales, cellules

pariétales épithéliales) que ce soit au cours de la vie foetale ou adulte.

La majorité des études sur MUC1 dans le rein s’intéressent aux formes mutées de MUC1.
Ces derniéres sont responsables d'une maladie rénale fibrosante de transmission
autosomique dominante qui est maintenant appelée « MUC-1 kidney disease » par les
anglo-saxons (Carney et al., 2019). Plusieurs mutations différentes ont été décrites a
l'origine de cette maladie. Elles ont pour point commun d’entrainer l'insertion d’'une cytosine

dans un des motifs répétés du TR entrainant un décalage du cadre de lecture et I'apparition
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d’'un codon stop (Fig 6) (Kirby et al., 2013). En I'absence de la région nécessaire a l'insertion
membranaire, cette protéine MUC1 pathologique, appelée MUC1-fs (pour MUC1-frameshift),
s’accumule dans le cytoplasme des cellules épithéliales tubulaires pendant des années. De
maniére progressive, cette accumulation de MUC1-fs entraine une toxicité au niveau des
cellules épithéliales tubulaires et une fibrose du parenchyme rénal aboutissant a

l'insuffisance rénale chronique (IRC) a I'age adulte (Dvela-Levitt et al., 2019).

Extracellular

SP VNTR SEA ™
g —
20 AA Intracellular
Stop
Frameshift
mutation
SP
4 -—
20 AA Intracellular

Figure 6 : Mutation pathologique de MUC1 responsable du développement d’une insuffisance rénale
chronique. Figure reproduite a partir de l'article « Autosomal dominant tubulointerstitial kidney disease » par
Devuyst et al., 2019. Les mutations pathologiques de MUC1 surviennent dans le VNTR et entrainent un décalage
du cadre de lecture responsable de I'apparition précoce d’'un codon STOP. L’accumulation de cette protéine dans
le cytoplasme des cellules épithéliales tubulaires est responsble du développement a bas bruit d’'une insuffisance

rénale chronique.
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PARTIE Il
I- Insuffisance rénale aigué et nécrose tubulaire aigué
I-1 Définition : Insuffisance rénale aigué

L’insuffisance rénale aigué (IRA) désigne un syndrome caractérisé par une diminution
brutale (survenant en 1 a 7 jours) et maintenue dans le temps (plus de 24 heures) de la de
la fonction rénale (Makris et al., 2016). Cette définition trés large regroupe des atteintes
rénales de sévérité trés variable et de mécanismes physiopathologiques trés différents. Pour
uniformiser la recherche clinique et distinguer différents stades de gravité dans les essais
cliniques, une premiére définition consensuelle a été suggérée en 2004 par 'ADQI (Acute
Dialysis Quality Initiative) : la classification RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss, ESRD) (Fig
7). Cette classification est basée sur le taux de créatinine plasmatique et le débit urinaire
(Bellomo et al., 2004). En 2007, une seconde classification portant le nom d’AKIN a été
proposée par le réseau AKI (Acute Kidney Injury) (Mehta et al., 2007) et a ce jour les deux
classifications sont toujours utilisées (Fig 7). Si elles ont été validées sur un grand nombre
de patients (Joannidis et al., 2009, Thakar et al., 2009), ces classifications ne sont pas
exemptes de défauts. Elles utilisent par exemple la valeur de base de la créatinine dans le
calcul du stade ce qui les rendent difficilement applicable en pratique clinique (Ricci et al.,
2011a). Par ailleurs, elles ne sont pas applicables en recherche animale ou l'on utilise

essentiellement la valeur de I'urée ou de la créatininémie plasmatique.

DFG Diurése DFG Diurése
T T
Créatininémie x 1,5 ou - Créatininémie x 1,50u | 1
Risk réduction de DFG D<05 %"':9‘" w0 D < 0,5 mikg.h
>25% an ! | enéh
Créatininémie x 2 ou ey BEEEEEEEN.
" 0 D < 0,5 mikg.h™! -
Injury réduction de DFG it Créatininémie x 2 BROGINGH
>50% | eni2h
) Créati ni!'he-mte x Jou D < 0,3 mikg.h! Créatininémie x 3 ou | D < 0,3 mikg.h'!
Faifure réduction de DFG en24hou = 4 mg/dl | en 24 h ou
>¥5% ou Anurig > 12h Anurie> 12 h
z 4 mgfdl ! |
iods IRA persistante = absence de fonclion

rénale pendant plus de 4 semaines

End stage kidney disease
(= 3 mais)

Figure 7 : Présentation des classifications RIFLE et AKIN proposées respectivement en 2004 et 2007 afin
d’uniformiser les définitions de l'insuffisance rénale aigué. Ces deux classifications reposent sur I'évolution de

taux de la créatininémie plasmatique et sur la mesure du débit urinaire.

Malgré I'avantage de bénéficier de classifications uniformisées, ces derniéres ne rendent pas

compte du mécanisme physiopathologique ce qui peut étre a 'origine de confusion. En effet,
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I'IRA au sens large englobe les causes dites prérénales ou postrénales qui ne traduisent pas
une lésion intra-rénale. Par ailleurs, dans les causes intra-rénales, on peut encore distinguer
les causes glomeérulaires, vasculaires et tubulaires. La grande majorité des cas d'IRA étant
secondaire a une dysfonction tubulaire, on associe parfois I'IRA a la lésion élémentaire des
tubules en microscopie optique : la nécrose tubulaire aigué (NTA). La NTA peut étre
secondaire a une ischémie ou a un sepsis ou a un mécanisme néphrotoxique et le plus

souvent a une association de ces différentes causes (Hanif et al., 2020).

I1-2 Définition : Nécrose tubulaire aigué

Comme mentionné précédemment, la NTA correspond a un ensemble de lésions tubulaires
visibles en microscopie optique qui traduisent une souffrance des cellules tubulaires
secondairement a une agression ischémique et/ou néphrotoxique. Le terme de nécrose
tubulaire aigué est un mauvais terme car la nécrose n’est pas le mécanisme lésionnel
prédominant chez I'homme ou d’autres formes de mort cellulaire comme I'apoptose ou
I'anoikis sont observées (Hanif et al., 2020). De ce fait, on lui substitue de plus en plus
souvent les termes de souffrance tubulaire aigué ou lésions tubulaires aigués. D’un point de
vue microscopique, les Iésions de NTA peuvent étre débutantes et caractérisées par un
gonflement des cellules épithéliales tubulaires, une desquamation de leur pble apical ou plus
séveres et caractérisées par une perte de la hauteur épithéliale, une perte de la bordure en
brosse des tubes proximaux et la formation de cylindres protéiques intra-tubulaires. Dans le
stade le plus avancé, la membrane basale tubulaire est mise a nue et les tubes apparaissent
contournés avec une lumiére béante (Fig 8). A ce stade, deux points sont importants a
préciser : 1° Méme si la NTA correspond a des lésions morphologiques, le diagnostic est le
plus souvent fait a priori sans réalisation de ponction biopsie rénale 2° Il n’existe pas de
corrélation entre la sévérité des Iésions histologiques et celle de I'atteinte clinique (Rosen et
al., 2008). Dans la plupart des études traitant de I'IRA, il est donc sous entendu que l'origine
de la dysfonction tubulaire est causée par une NTA sans que celle-ci soit effectivement
objectivée sur biopsies. Comme nous lillustrerons dans la suite de ce manuscrit, il existe
pourtant des différences entre les étiologies a l'origine d’une IRA qui traduisent des
différences physiopathologiques dans les mécanismes de la dysfonction tubulaire. Par
exemple, concernant les lésions histologiques tubulaires au cours de l'ischémie-reperfusion
(IR) et du sepsis, bien qu’elles soient toutes deux assimilables a de la NTA, elles sont au

premier plan dans I'IR et beaucoup plus ténues au cours du sepsis.
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Figure 8 : Spectre des lésions histologiques de nécrose tubulaire aigué. La premiére ligne correspond a des
colorations au PAS et la deuxieme ligne a des colorations de 'HES. Sur la premiére colonne, on peut observer
des lésions de NTA débutantes caractérisées par un gonflement des cellules épithéliales tubulaires et une
desquamation du pdle apical. Sur la deuxiéme colonne, les Iésions sont plus séveéres avec une baisse de la
hauteur épithéliale, une desquamation des cellules épithéliales tubulaires dans la lumiere des tubes et la
formation de cylindres protéiques intra-tubulaires. Sur la derniére colonne, les lésions tubulaires sont séveres

avec une mise a nu de la membrane basale tubulaire.

Il- Régénération rénale dans le modéle d’ischémie reperfusion
1I-1 Introduction

A I'état physiologique, I'épithélium tubulaire rénal est dans un état quiescent et les figures de
mitose sont rares contrairement aux épithéliums a division rapide comme dans l'intestin
gréle, la peau ou le célon (Johansson et al., 2014). Pour autant, le rein est le seul organe
avec le foie qui a la capacité de récupérer tout ou partie de sa fonction dans les suites d’une
atteinte aigué, ce qui témoigne de profondes capacités de régénération (Little et al., 2003).
Ainsi, dans les études, la majorité des patients récupérent une fonction rénale normale aprés
un épisode d’'IRA méme lorsque les Iésions de NTA sont objectivées sur biopsies rénales
(Gill et al., 2005). Les mécanismes a lorigine de cette capacité de renouvellement du
compartiment épithélial seront discutés dans les parties suivantes. En cas d’agression trop
sévére ou prolongée dans le temps, les mécanismes de régénération rénale sont dépassés
et I'évolution se fera vers I'établissement d’une fibrose du parenchyme rénale responsable

d’une perte irréversible de la fonction rénale (Bonventre et al., 2011). Par ailleurs, des études

Sévérité
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récentes ont également établi un lien entre la survenue d'un épisode d’IRA et le risque de
développer une IRC au long terme méme en cas de récupération totale de la fonction rénale
(Coca et al., 2009). Ces observations suggérent que les mécanismes de la réparation rénale
entrainent des modifications de 'homéostasie tissulaire qui favorisent le développement de
la fibrose rénale (Bonventre et al., 2011). Ces données montrent a quel point la
comprehension des mécanismes physiopathologiques de la régénération rénale sont
importants a étudier a la fois pour répondre de maniére optimale dans les phases aigués

mais aussi pour prévenir les complications dans les phases plus tardives.

1I-2 Le modéle d’ischémie/reperfusion

L’'IRA, lorsqu’elle est présumée d’origine tubulaire, est rarement une indication de biopsie
rénale ; par conséquent, les données histologiques chez I'homme sont limitées et
I'expérimentation animale est cruciale pour étudier la cinétique des Iésions et explorer les
meécanismes physiopathologiques. Dans cette optique, les modéles d’ischémire-reperfusion
(IR) par clampage du pédicule rénal sont les plus frequemment utilisés. lls présentent
plusieurs avantages par rapport aux modéles par injection de néphrotoxiques (Shiva et al.,
2020) : 1) L’atteinte ischémique est le type d’agression le plus souvent a 'origine d’'une IRA
chez 'lhomme 2) lIs reflétent mieux la physiopathologie de I'lRA humaine (notamment la
transplantation rénale) 3) L’atteinte de I'épithélium rénal est le plus souvent sévére ce qui
permet d’étudier la réparation a la phase aigué 4) Il est également possible de moduler la
sévérité de I'atteinte en controlant le temps d’ischémie ce qui offre la possibilité d’étudier
'évolution vers la fibrose dans le méme modéle (Le Clef et al., 2016). Bien entendu, ils
présentent aussi plusieurs limites : 1) Il existe de nombreuses variantes dans la réalisation
technique a la fois sur le plan du matériel utilisé (type de clamp, type d’anesthésie, etc...) et
des modalités de la procédure (ischémie unilatérale ou bilatérale, avec ou sans
néphrectomie du rein controlatéral, ischémie froide ou chaude) ce qui rend parfois difficile la
comparaison des résultats obtenus entre différentes équipes 2) La partie chirurgicale est
délicate et en particulier la durée d’ischémie ce qui peut a la fois entrainer une perte d’'un
certains nombres d’animaux (décés en 48h en cas d’ischémie trop prolongée) ou au
contraire des lésions minimes avec récupération spontanée. Il existe donc un risque de
variabilité a la fois si les expériences sont réalisées par plusieurs opérateurs mais également
intra-individuelle (Shiva et al., 2020). Dans nos expériences, nous avons choisi une ischémie
unilatérale de 25 minutes sans néphrectomie controlatérale. Ce type d’intervention nous
permettant a la fois d’étudier la réparation rénale aux temps préoces mais aussi I'évolution

vers la fibrose aux temps tardifs (Le Clef et al., 2016).
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lI-2-1 Physiopathologie de I'ischémie-reperfusion

L’atteinte rénale de I'IR est classiquement découpée en 4 phases qui rendent compte de

I'évolution de la fonction rénale aprés I'agression ischémique (Bonventre et al., 2004) (Fig 9):

Une phase d’initiation qui correspond a la mise en place des lésions cellulaires

pendant l'ischémie.

Une phase d’extension qui est caractérisée par la réponse de I'organisme a la mort
de I'épithélium tubulaire avec mise en place d’une réaction inflammatoire dite stérile.
Cette inflammation va potentialiser les Iésions initiales et entrainer une chute de la

fonction rénale.

Une phase de maintenance pendant laquelle le débit de filtration glomérulaire (DFG)
est stabilisé a son niveau le plus bas. Cette phase est notamment caractérisée par
un déreglement de la libération de médiateurs vasoactifs des cellules endothéliales,
la congestion des vaisseaux sanguins médullaires et les dommages causés par des
especes réactives de I'oxygéne (ROS) et des médiateurs inflammatoires produits par

les leucocytes et les cellules rénales aprés reperfusion.

Une phase de récupération caractérisée par la réparation (et la régénération) de

I'épithélium tubulaire et le retour progressif du DFG a sa base.

En pratique la durée respective de ces différentes phases dépend de la durée de I'ischémie.

En effet, en cas d’ischémie trés courte, les modifications cellulaires induites par l'ischémie

sont alors totalement réversibles. En 'absence de mort cellulaire, les phases d’extension et

de maintenance sont donc minimales. Au contraire en cas d’ischémie prolongée, en plus des

effets délétéres qui sont directement liés a I'agression ischémique s’ajoutent dans un

deuxiéme temps des lésions qui surviennent plus tardivement et qui sont associées a

linflammation stérile (en réponse a la mort cellulaire) et méme directement au phénomene

de reperfusion (Li et al., 2006). Dans les parties suivantes, nous détaillerons les principaux

mécanismes physiopathologiques ayant lieu pendant et aprés l'ischémie.
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Figure 9 : Présentation des différentes phases du mécanisme d’ischémie-reperfusion (librement adaptée
de « Blocking the immune response in ischemic acute kidney injury: the role of adenosine 2A agonists » de Li et
al., 2006)

I1-2-2 Lésions associées a I'ischémie

Le premier changement induit par lischémie est associé a la diminution de I'apport
d'oxygéne. Une diminution des taux d'O, induit le passage de l'aérobie a un métabolisme
anaérobie du glucose (Kosieradzki et al., 2008). Le passage a un métabolisme anaérobie
entraine une baisse des niveaux intracellulaires en ATP. De plus, la production d'ATP par un
mécanisme lactate-dépendant provoque une acidose intracellulaire par accumulation d'ions
hydrogéne dans les cellules. Pour compenser cette accumulation dions hydrogéne,
I'échangeur Na+ / H+ excréte alors un exces d'ions hydrogéne, ce qui produit en retour un
afflux important d'ions sodium (Sanada et al., 2011) et conduit a la formation d’'oedéme. Par
ailleurs, l'abaissement a la fois du pH intracellulaire et des niveaux d'ATP inhibent les
pompes ioniques et en particulier les Na+ / K+ ATPases ce qui favorise d’autant plus I'entrée
massive d'ions Na+ et d'eau (Kato et al., 1987). En raison de I'accumulation de sodium,
I'échangeur Na+ / Ca2+ arréte de pomper le calcium hors de la cellule et son flux s’inverse
(Kosieradzki et al., 2008). Les niveaux intracellulaires de Ca2+ sont encore augmentés par
l'inhibition de la recapture de Ca2+ dans le réticulum endoplasmique en raison de la
déplétion en ATP (Sanada et al, 2011). Au total, ces phénoménes produisent une
surcharge calcique qui active la phospholipase A2 dépendante du calcium, I'endonucléase et

les protéases dans la cellule qui déclenchent I'apoptose cellulaire (Orrenius et al., 2003).
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Les études histologiques ont montré que les tubules proximaux (TP) sont plus sensibles a
'agression ischémique en particulier au niveau de la médullaire externe (segment S3 des
TP). Cette observation s’explique notamment parce que cette région est constitutivement

hypoxique (Bonventre et al., 2004).
1I-2-3 Maintenance et inflammation stérile

En réponse a [lischémie, plusieurs modifications favorisent la mise en place d'un
environnement pro-inflammatoire. Tout d’abord, les cellules épithéliales tubulaires sont
capables de sécréter des cytokines et chémokines pro-inflammatoires telles que TNF-q,
MCP-1, IL-8, IL-6, IL-1B, TGF-B, RANTES en réponse a l'ischémie ce qui va favoriser I'afflux
et I'activation des cellules inflammatoires (Bonventre et al., 2004). Par ailleurs, lorsqu’elles
meurent les cellules épithéliales tubulaires sécrétent des signaux de danger qui activent les
cellules de 'immunité innée via notamment les récepteurs Toll (qui seront abordés plus en
détails dans une partie ultérieure). Les cellules endothéliales endommagées par I'ischémie et
la réponse vasoconstrictrice compensatoire jouent également un réle crucial dans
linflammation en favorisant l'afflux de cellules inflammatoires via l'augmentation de
I'expression accrue de molécules d'adhésion cellulaire telles que ICAM-1 et I'augmentation
de I'expression des contre-récepteurs sur les leucocytes (Kelly et al.,, 1996). Cela se traduit
par l'activation des leucocytes, I'obstruction des capillaires et des veinules postcapillaires,
une activation et une transmigration supplémentaires des leucocytes, la production de

cytokines et un état pro-inflammatoire intense (Bonventre et al., 2004).

Les premiéres cellules inflammatoires qui infiltrent le rein sont les polynucléaires
neutrophiles dés les premiéres minutes suivant 'agression ischémique. Les neutrophiles se
fixent a I'endothélium activé et s'accumulent dans le rein en particulier dans le réseau
capillaire péritubulaire (Solez et al., 1979). lIs libérent des protéases et des ROS ce qui
entraine une augmentation de la perméabilité vasculaire et une réduction de l'intégrité des
cellules épithéliales et endothéliales tubulaires aggravant les lésions rénales (Awad et al.,
2009). L'importance exacte des neutrophiles dans I'lR est méconnue contrairement a celle
des macrophages dont le réle déterminant a été prouvé. En effet, en déplétant les
macrophages en utilisant du clodronate liposomale, plusieurs equipes ont montré
implication des macrophages dans I'établissement des lesions précoces (Jo et al., 2007).
Toutefois, il a également été montré que d’autres populations de macrophages intervenaient
également dans les phases plus tardives de réparation et de régénération mais aussi en cas
d’évolution vers la fibrose en établissant un dialogue avec les cellules épithéliales et

également les cellules de I'immunée adaptative (Lee et al., 2011). La grande complexité de
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ce type cellulaire est liée a la grande diversité phénotypique des populations de

macrophages.

Les lymphocytes peuvent eux aussi étre activés dés les phases précoces. En effet, les
cellules épithéliales tubulaires expriment le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il
ainsi que les molécules co-activatrices nécessaires a la présentation des antigénes aux
lymphocytes. Par ailleurs, dans le parenchyme rénal, il existe un réseau de macrophages et
de cellules dendritiques qui jouent un role de sentinels et qui peuvent rapidement activer
limmunée adaptative. L’activation des lymphocytes T CD4+ favorisent initialement la
réponse inflammatoire. Ainsi, les cellules CD4+ expriment le ligand CD40, qui favorise la
production de MCP-1 et d'IL-8 et également la production de cytokines pro-inflammatoires
par les épithéliums tubulaires rénaux humains (Li et al., 2002) . Ce mécanisme est amplifié
par la production d'lL-4 et d'lL-13 par les cellules TH2, une sous-population de cellules T
(Deckers et al, 1998). Au contraire a des stades plus tardifs d’autres populations
lymphocytaires comme les T régulateurs (Treg) ont une action anti-inflammatoire 3 a 10
jours aprés IR (Gandolfo et al., 2009).

lI-2-4 Lésions associées a la reperfusion

Lors de la restauration du flux sanguin, les niveaux d'oxygéne augmentent rapidement et le
pH extracellulaire se normalise. Paradoxalement, ces modifications peuvent étre délétéres
pour les cellules ayant subi une ischémie prolongée. Ce concept est né il y a plus de 50 ans,
quand on a observé que la reperfusion semblait accélérer le développement de la nécrose
dans les coeurs soumis a une ligature coronarienne (Jennings et al., 1960). A la fin de
'agression ischémique, les cellules sont fragilisées et lorsque I'organe est reperfusé, le
retour rapide du pH extracellulaire a des valeurs physiologiques crée instantanément un
gradient H+ extréme a travers la membrane plasmique ce qui déclenche un échange Na+ /
H+ et un afflux massif d'ions Na+ puis de Ca+ (Sanada et al., 2011). Par ailleurs, la
normalisation liée a la reperfusion du pH intracellulaire active les calpaines et participe a
l'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale impliqué dans le

déclenchement de la mort cellulaire.

Une autre caractéristique importante de la phase de reperfusion est la formation de ROS et
de radicaux libres au retour de la circulation sanguine. Ce stress oxydatif majeur conduit a la
mort cellulaire d’autant plus que l'ischémie a entrainé une réduction des mécanismes de

défense face au stress oxydatif (Li et al., 2002).
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1I-3 Théories de la régénération rénale

Plusieurs équipes ont étudié les mécanismes a l'origine de la plasticité épithéliale grace a
des techniques de tracage cellulaire. Ces différentes expériences ont toutes confirmées,
gu’au cours des phases de réparation, certaines cellules épithéliales rénales tubulaires
avaient un potentiel prolifératif élevé et permettaient le renouvellement des épithéliums. La
caractérisation de ces cellules a permis de montrer qu’elles étaient le siége d’importantes
modifications phénotypiques avec notamment : une induction de I'expression de marqueurs
mésenchymateux, une baisse d'expression des marqueurs épithéliaux, I'expression de
marqueurs de souffrance rénale, une réexpression de certains marqueurs embryonnaires et
une expression de marqueurs habituellement exprimés par les cellules souches (Smeets et
al., 2013). Si I'existence de ces cellules n’est pas débattue, une controverse quant a leur
origine a émergé dans la littérature au cours des derniéres années. Certaines équipes ont
suggéré que toutes les cellules épithéliales tubulaires résiduelles aprés Il'agression
ischémique avaient la capacité de se dédifférencier transitoirement afin de permettre la
réparation rénale (Humphreys et al., 2014). D’autres équipes, en revanche, ont proposé que
seule une petite population de cellules progénitrices puisse étre responsable du
renouvellement des épithelium (Romagnagni et al., 2013) (Fig 10). Récemment I'équipe de
Romagnani et coll.. a proposé un nouveau modéle offrant 'avantage de reconcilier ces deux

vues en apparence opposée (Lazzeri et al., 2018).

Regeneration by dedifferentiation

Epithelial-mesenchymal Proliferation Mesenchymal-epithelial
- . Injury transition —_ofdedifferentiated ____ transition e
A Y D e Weln M) o :_R cells .."’\_D.I'Q- (MET) SRR
o 0 — |0 o — I o] —> (o o] — (& 0
1 Ty L5 L. 5T, I\".: - ..."\‘. 1 _I‘-.\I % N P !
L — o .. y " L e/ L ——
i g > ~d e vy

e '\ Lo i =

Markers of
dedifferentiation:

Injured tubule Tubule after recovery

Vimentin, Pax-2, Sox9,
nestin, Foxm?1

Regeneration by scattered tubular cells (STCs)

Activation Proliferation Differentiation
) Injury ; of scattered tubular of scattered tubular______ of daughter '
W — of o P '8
2. & & TR cells cells - =3 Y cells =
I i — (0: :';ﬂ_:_—-b- 0 H— (B 0 — (8 ‘0
. p— Shdds (0 o P S LT
e b 5 = + - \L_o_\,. ¥ L
STC
Injured tubule Markers of scattered Tubule after recovery

tubular cells:

CD133,CD24, vimentin,
5ca-1, Pax-2, Sox9, nestin

Figure 10 : lllustrations des deux théories de la régénération rénale (librement adaptée de « Kidney Cells
Regeneration: Dedifferentiation of Tubular Epithelium, Resident Stem Cells and Possible Niches for Renal

Progenitors » par Andrianova et al., 2019).
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11-3-1 Dédifférenciation et plasticité épithéliale

La plupart des études a l'origine de cette théorie ont utilisé des techniques de tragage
cellulaire. Tout d’abord, il a été montré que seules les cellulles rénales étaient responsables
de la restauration des épithéliums tubulaires. Pour 'objectiver, I'équipe de Humphrey et coll.,
a utilisé un traceur permettant de marquer au stade embryonnaire 'ensemble des cellules
épithéliales rénales (Humphreys et al., 2008). En réalisant des expériences d’IR sur ces
souris, ils ont montré qu'il n’y avait pas de dilution du marqueur a distance de I'agression et
que donc les cellules a l'origine de la réparation étaient de nature rénale. Par la suite, une
autre équipe a montré qu’une large partie des cellules épithéliales tubulaires matures étaient
en phase G1 et capables d’entrer en phase S suite & une agression (Vogetseder et al,,
2008). En utilisant un marquage avec le marqueur de prolifération Ki67 associée avec
l'incorportaion de chlorodéoxyuridine, une autre équipe a ainsi pu preciser que 48 h aprés IR
plus de 55% des cellules tubulaires, notamment au niveau du segment S3, re-rentrent dans

le cycle cellulaire (Humphreys et al., 2011).

L’équipe de Humphrey et coll. a ensuite utilisé deux types d’analogues de la thymidine
injectés a des moments différents : 24h et 45h aprés I'IR. L’hypothése était qu’en cas de
population de cellules souches progénitrices, ces derniéres incorporaient les deux
marqueurs alors que si c'étaient des cellules survivantes qui proliféraient de maniére
stochastique alors le pourcentage de cellules doublement marquées serait faible. Avec ces
modalités, ils n’ont retrouvé que 5% de cellules avec les deux marquages et ont donc conclu
a la deuxiéme hypothése (Humphreys et al., 2011). Ces résultats ont été confortés par une
tout autre approche : Une équipe qui cherchait a marquer des progéniteurs podocytaires
dans la capsule de Bowman a mis en évidence un marquage de certaines cellules
épithéliales tubulaires proximales. lls ont fait 'hypothése que ces cellules étaient des
progéniteurs de cellules tubulaires et utilisé leur modéle inductible pour essayer de le
démontrer. lls ont rapporté qu'aprés IR il n'y avait pas d'expansion clonale de cette
population qui n’était donc pas une population progénitrice (Berger et al., 2014). En
revanche, en déclenchant I'induction du marquage au cours de la phase aigué de I'IR (et non
avant), une grande partie des cellules étaient alors marquées suggérant que les cellules
épithéliales tubulaires sont capables de dédifférenciation, ce phénoméne s’accompagnant

d’'un changement phénotypique.

Une troisieme expérience de marquage a apporté d’autres éléments en faveur de cette
théorie. Cette fois-ci, les auteurs ont utilisé un traceur inductible permettant de marquer les
transporteurs exprimés par les cellules proximales différenciées. Sur le méme principe que

les experiences précédentes, ils ont montré qu’aprés IR il n'y avait pas de dilution du traceur
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et donc qu’il n’y avait pas de population de cellules immatures qui se divisent de maniére
clonale (Kusaba et al., 2014).

11-3-2 Théorie des cellules souches progénitrices

L'existence de cellules progénitrices tubulaires chez I'homme a été supposée
secondairement a la découverte, dans le rein normal et en dehors de toute agression, d’'une
population de cellules présentant une morphologie et un phénotype particulier. Comparées
aux cellules épithéliales conventionnelles, ces cellules contiennent moins de cytoplasme,
moins de mitochondries et n'ont pas de bordure en brosse (Smeets et al., 2013). Par ailleurs,
elles expriment a I'état basal deux marqueurs de celllules progénitrices : le CD133 et le
CD24 ainsi que certains marqueurs mésenchymateux comme la vimentine (Smeets et al,,
2013). Elles sont dispersées dans le tube proximal du rein normal, notamment dans le
segment S3, et représentent un peu moins de 5% des cellules épithéliales tubulaires
(Angelotti et al., 2012). Depuis leur découverte, il a été montré qu’elles exprimaient de
nombreux autres marqueurs non exprimés par les cellules épithéliales différenciées
notamment I'aldéhyde déshydrogénase 1 ou des marqueurs embryonnaires comme Pax-2 et
Sox9 (Andrianova et al., 2019).

Ces cellules peuvent étre isolées par tri magnétique avec des billes couplées avec le CD24
et le CD133 ce qui a permis de vérifier par des expériences qu’elles remplissent toutes les
conditions pour étre qualifiées de cellules souches i.e. des capacités d'expansion, d'auto-
renouvellement et de différenciation épithéliale a la fois in vitro et in vivo (Bussolati et al.,
2005). In vitro, elles ont la capacité de former des sphéres, ce qui est une particularité des
cellules souches (Lindgren et al, 2011) et de proliférer longtemps sans signes de
sénescence cellulaire (Brossa et al., 2018). Les cellules CD133+ démontrent une expression
accrue de Bcl-2 ce qui pourrait expliquer pourquoi elles résistent mieux a I'apoptose induite

par I'ischémie que les cellules épithéliales tubulaires conventionnelles (Smeets et al., 2013).

Afin de déterminer l'origine de ces cellules, I'expression du CD133 et du CD24 a été étudiée
au cours de la néphrogénése (Angelotti et al.,, 2012). Cela a permis d’observer que ces
marqueurs sont exprimés pendant le développement rénal au niveau du péle urinaire de la
capsule de Bowman mais aussi dans les tubules distaux a la jonction avec le glomérule. Une
hypothése est donc, qu’au cours de la croissance du rein, les cellules se propagent le long
des tubules et forment cette population dispersée de cellules progénitrices observées dans

le rein adulte (Romagnani et al., 2013).

Récemment, I'équipe du Pr Romagnani a utilisé deux modéles de souris transgéniques pour

étudier le devenir de ces cellules aprés IR. Dans I'un des modéles, I'ensemble des cellules
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tubulaires étaient marqué avec un reporteur couplé a PAX8 et dans l'autre un reporteur était
couplé a PAX2 afin de marquer la population de cellules progénitrices. lls ont observé
gu’'apres IR, il y avait bien une expansion clonale de la population PAX2 alors que le nombre
total de cellules épithéliales tubulaires était réduit. Toutefois, ils ont aussi observé qu’un
certain nombre de cellules pendant les phases de réparation exprimaient également PAX2
en immunohistochimie mais pas le rapporteur ce qui suggére une réexpression de PAX2 par

des cellules non progeénitrices tubulaires (Lazzeri et al., 2018).
11-3-3 Théorie de I’endoréplication

Les travaux de I'équipe du Pr Romagnani ont fourni une explication aux résultats
apparement discordants des équipes travaillant sur la caractérisation des cellules
progénitrices rénales et des équipes utilisant du tracage cellulaire a I'aide de témoin de
prolifération (incorporation d’analogues de la thymidine). Cette équipe a montré que 1) les
capacités de régénération des cellules épithéliales aprés IR étaient surestimées. En effet,
aprés un épisode d’'IR, méme en cas de récupération totale de la fonction rénale, ils ont pu
observer une baisse significative du nombre total de cellules épithéliales tubulaires. 2) Les
marqueurs de prolifération ne permettent pas de statuer sur I'existence ou non de cellules
progénitrices en raison de l'existence de mécanisme d’endoréplication par les cellules
épithéliales tubulaires (Lazzeri et al., 2018). L’endoréplication signifie que les cellules rénales
peuvent enchainer des cycles de réplication de I'ADN en omettant totalement la
mitose (Ovrebo et al., 2018).

Considérant ces résultats, on comprend alors qu’au cours des expériences de I'équipe de
Humphrey, ces derniers n’aient pas observé un grand nombre de cellules doublement
marquées en utilisant les analogues de thymidine. En effet, les cellules ayant incorporées au
moins un des traceurs sont des cellules différenciées en cours d’endoréplication (cette
endoréplication survenant manifestement de facon stochastique). Seules les cellules ayant
incorporées les deux traceurs sont effectivement des cellules progénitrices mais I'expansion
clonale étant plus limitée qu’anticipée elle n’est manifeste que si le nombre de ces cellules

doublement marquées est ramené au nombre total de cellules épithéliales tubulaires.

Toutefois, ce modéle ne résout pas I'ensemble des difficultés. En particulier, si des cellules
progénitrices sont effectivement responsables de la régénération des épithéliums, le réle des
changements phénotypiques observés au niveau de la majorité des cellules épithéliales

dédifférenciées reste alors a définir.
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I1-4 Transition de I’IRA vers I'IRC

11-4-1 Introduction

Les modeéles animaux ont permis d’établir que si I'aggression (nature ischémique ou
néphrotoxique) intiale était trop importante, malgré une récupération fonctionnelle partielle
aprés les phases initiales, les lésions tubulo-interstitielles évoluaient vers la fibrose (Takaori
et al., 2016). Ces observations ont fait supposer qu'il existait des liens entre les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans la réparation rénale et ceux a l'origine de la fibrose. Par
exemple, une notion qui a été développée dans la littérature pour expliquer la transition de
'agression aigué au développement de la fibrose est la TEM partielle. Ce concept est
associé aux changements phénotypiques observés dans les cellules dédifférenciées (perte
des marqueurs épithéliaux, induction de marqueurs mésenchymateux) au cours de la
réparation rénale et qui perdurent dans les tubes qui deviennent atrophiques ce qui

favorisent le développement d’'une fibrose environnante (Lovisa et al., 2016).

Les études ont alors essaye d’élucider pourquoi, dans certains cas, les mécanismes de la
régénération rénale n’étaient pas régulés et favorisaient le passage a des atteintes rénales
chroniques alors que dans dautres cas les patients récupéraient complétement.
Récemment, cette vision a été remise en question. En effet, elle suppose que lorsque la
récupération rénale fonctionnelle est totale, la régénération rénale est un processus bénin et
transitoire. Mais plusieurs études ont montré que méme les patients avec des antécédents
d’épisodes d’IRA ayant totalement récupéré avaient un risque significativement plus élevé de
développer une IRC par rapport aux patients sans antécédents d'IRA (Coca et al.,2009 ;
Coca et al., 2012 ; See et al., 2019). Quelque soit le degré de récupération fonctionnelle, le
processus de régénération rénale s’effectue donc toujours au dépend de certaines

modifications définitives qui font le terrain de la fibrose et de I'évolution vers I'IRC.
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Figure 11 : lllustrations des deux théories de la régénération rénale (librement adaptée de « Kidney Cells
Regeneration: Dedifferentiation of Tubular Epithelium, Resident Stem Cells and Possible Niches for Renal

Progenitors » par Andrianova et al., 2019).

11-4-2 Modification du compartiment épithélial

Comme discuté dans le sous-chapitre précédent, les travaux de I'équipe du P. Romagnani
ont établi que le compartiment épithélial avait une capacité de régénération plus limitée que
ce qui avait escompté auparavant (Lazzeri et al., 2018). En effet, que ce soit dans des
modéles néphrotoxiques ou ischémiques, ils ont pu montrer que le nombre total de cellules
épithéliales tubulaires était diminué dans les suites d’une agression (Fig 11). Malgré
I'existence probable de certaines cellules progénitrices, chaque agression du compartiment
tubulaire diminue les réserves de cellules épithéliales tubulaires jusqu’a I'évolution vers la
cicatrice fibreuse. Par ailleurs, une autre modification notable du compartiment épithélial
observée dans les reins ayant subi une agression aigué est la persistance de cellules ayant
conservées des caractéristiques « dédifférenciées ». On parle alors de défaut de
régénération ou d’echec de redifférenciation de ces cellules. Des équipes ont montré que
ces cellules étaient notamment retrouvées au niveau des tubes atrophiques ou en voie
d’atrophie. Malgré un aspect quiescent et atrophique, ces cellules présentent une activité de
signalisation intense conduisant notamment a la sécrétion de facteurs pro-fibrotiques (Fig
11) (Lan et al., 2012 ; Geng et al., 2009). Ainsi, I'équipe de Yang et coll.. ont remarqué que
les cellules tubulaires anormalement différenciées étaient en arrét de cycle phase en G2/ M
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et qu’elles augmentaient la production de facteurs profibrotiques comme le TGF-B1 (Yang et
al., 2010) (Fig 11). La production autocrine de TGF-B1 empéche les cellules arrétées de
poursuivre le cycle cellulaire et améliore la production de cytokines profibrotiques,
conduisant a la progression de la fibrose interstitielle en favorisant la transformation
myofibroblastique des péricytes (Fig 11) (Wu et al., 2013). De plus, I'expression du TGF-3
induit des modifications épigénétiques dans les fibroblastes ce qui pourrait expliquer le
maintient sur le long terme de cet environnement pro-fibrosant (Bechel et al., 2010). Par
ailleurs, les cellules proxmiales lésées continuent également a exprimer des marqueurs de
souffrance comme le kidney injury marker-1 (KIM-1) qui a une action pro-fibrosante et pro-
inflammatoire (Humphreys et al.,, 2013). Enfin, une équipe a également montré que
l'activation de la voie Wnt dans les tubules proximales était pro-fibrosante (Maarouf et al.,
2016).

11-4-3 Modification de la microcirculation

Au méme titre que les cellules épithéliales, il a été noté qu'un épisode d’agression rénale
aigué entrainait une perte des capillaires péritubulaires (Fig 11). Ainsi, ['évaluation
quantitative par microangiographie par fluorescence a révélé que le nombre et les surfaces
capillaires étaient diminués aprés IRA proportionnellement au degré de l'agression initiale
(Kramann et al., 2014). La perte de capillaires péritubulaires provoque une hypoxie qui
endommage les cellules épithéliales tubulaires, active les cellules inflammatoires et les
fibroblastes, et conduit finalement & une évolution vers I'IRC (Tanaka et al., 2014). Cette
hypoxie explique également qu'un certain nombre de génes induits par la voie HIF-1
continuent a étre exprimés par les celllules épithéliales tubulaires, en particulier les génes a
lorigine de la TEM partielle. Cette perte des capillaires péritubulaires pourrait étre
secondaire a une sécrétion insuffisante de facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF).

Enfin, un réle important des métalloprotéases (MMP) a été découvert dans le maintient de la
microcirculation rénale. Il a notamment été rapporté que la métalloprotéase MMP-9 est
impliquée dans la réduction du VEGF. Chez les souris KO Mmp-9, la microvascularisation
était bien maintenue aprés IRA par rapport aux souris témoins (Kramann et al., 2017).
L’activation anormale de cette MMP pourrait étre secondaire a la transdifférenciation des
péricytes en myofibroblastes au pourtour des tubes proximaux lésés. En effet, les péricytes
rénaux permettent le maintient de la structure microvasculaire en produisant l'inhibiteur
tissulaire métalloprotéinase 3 (TIMP-3) (Lin et al., 2008, 2011).
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lI-4-4 Inflammation chronique

Nous avons vu qu’au cours des phases d’agression et de réparation, de nombreux types
cellulaires infiltraient le parenchyme rénal. Dans les modéles de transition IRA-IRC, les
cellules inflammatoires infiltrantes restent dans le tissu rénal en phase chronique avec des
niveaux de cytokines pro-inflammatoires élevées et des marqueurs de Iésion tissulaire (Black
et al.,, 2018). Il a méme été démontré la persistance de ces cellules en cas de récupération
fonctionelle totale (Cheng et al., 2017). Plusieurs éléments font suggérer que le devenir de
ces cellules conditionne également la transition vers I'apparition de fibrose. Par exemple, si
une certaine population de macrophages pro-inflammatoires favorise l'installation des Iésions
dans les phases précoces, d’autres populations de macrophages d’apparition plus tardive
favorisent la réparation mais peuvent aussi participer a linstallation de la fibrose (Fig 11)
(Lee et al., 2011). En effet, il est rapporté que le nhombre de ces macrophages dans le
parenchyme rénal est en corrélation avec le degré de fibrose interstitielle dans différents
modeéles d’IRA (lkezumi et al., 2011).

Un autre élément en faveur du role de linflammation dans la transition vers I'IRC est le
développement accru des tissus lymphoides tertiaires aprés IR chez les souris agées (Sato
et al., 2016). Ces organes lymphoides tertiaires sont associés a la gravité des lésions
rénales et a l'expression des cytokines pro-inflammatoires, ce qui suggére qu’ils peuvent

contribuer a l'inflammation chronique.

lll Résultats antérieurs de I’équipe sur le réle de MUC1 dans I'ischémie-reperfusion
llI-1 Modéle d’IR chez les souris Muc1+/+ ou Muc1-/-

Dans notre laboratoire, un modéle d’IR a été induit par le clampage du pédicule rénal gauche
pendant 25 minute chez des souris agées de 6 semaines et de fond génétique C57BL6/J,
Muc1+/+ ou Muc1-/-. L'anesthésie a été réalisée par inhalation d’isoflurane. Un contrble
visuel de I'ischémie était réalisé en observant le changement de couleur du rein clampé. Des
souris opérées selon les mémes procédures mais non soumises a l'ischémie constituaient le
groupe contrdle (Sham). Les reins étaient récupérés aprés sacrifice a 2, 4, 7, 14 et 28 jours

aprés la chrirugie.

Nous présenterons brievement les principaux résultats obtenus sur ce modéle et

nécessaires a la compréhension de la suite du manuscrit.
llI-1-1 Induction de I'’expression de MUC1

Dans le modele d'IR, il a été observé une induction de I'expression de Muc1 dans le

parenchyme rénal des souris Muc1+/+ soumises a I'lR comparativement aux souris sham.
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Cette induction a été observée a la fois au niveau transcriptionnel par RT-qPCR sur extraits

de reins totaux et également au niveau protéique par Western Blot (Fig 12).
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Figure 12 : Induction de I'expression de MUC1 dans le modeéle d’ischémie-reperfusion. (A) : Cinétique de
I'expression relative de Muc1 étudiée par RT-gPCR sur reins totaux de souris sacrifiées a 2, 4, 7 et 14 jours aprés
la chirurgie. On observe une induction significative de Muc1 comparativement aux souris Sham 4 et 7 jours aprés
la chirurgie. (B) : Cinétique de I'expression de MUC1 controlée par Western Blot sur reins totaux. A l'instar de ce
qu’il a été retrouvé par RT-gPCR, on visualise une induction du Muc1 a J4 et J7 aprés la chirurgie. (C) : Les

résultats des Western Blot sont présentés avec les valeurs d’intégration.

Lorsque l'expression de MUC1 a été étudiée par immunohistochimie dans les souris
Muc1+/+, de maniére intéressante, il a été observé que si MUC& continuait a étre exprimée
au niveau du péle apical des tubules distaux et des tubes collecteurs, on observait
également une expression de MUC1 au niveau de certaines cellules épithéliales tubulaires
dans les tubes en souffrance (Fig 13). Cette observation suggérait une induction de MUC1
au niveau des tubules rénaux proximaux qui sont principalement ciblés par les lésions
ischémiques. Au niveau des temps plus tardifs (J14), MUC1 continuait a étre exprimée dans
certains tubes atrophiques dont il n’était pas possible de déterminer la nature proximale ou

distale.
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Figure 13 : Expression de Muc1 par immunohistochimie. Lors des temps précoces (J2, J4, J7), on observait
un marquage de certains tubes présentant des Iésions de NTA sévére. Lors des temps plus tardifs, Muc1

continuait a étre exprimée au niveau de certains tubes atrophiques.

llI-1-2 Role néphroprotecteur de MUC1 au cours des temps précoces

post-IR

Pour comparer les lésions des souris Muc1+/+ et Muc1-/- soumises au protocole d’'IR,
lanalyse histologique des lésions a été conduite, en aveugle, a 'aide de scores semi-
quantitatif de NTA et également de régénération rénale. Dans le cortex rénal, il a été observé
que les souris Muc1-/- présentent un score de NTA plus sévere comparativement aux souris

Muc1+/+ a J2 et un score de régénération plus important a J4 (Fig 14 A-C).

Afin de compléter ces résultats, une étude par RT-qPCR de I'expression du géne de
souffrance rénale KIM-1 a été conduite et a confirmée que les souris Muc1-/- présentaient
une expression signficativement plus élevée de KIM-1 a J4 post-IR comparativement aux
souris Muc1+/+ (Fig 14-D).

Ces résultats suggéraient un role néphroprotecteur précoce de MUC1 dans ce modéle d'IR.
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Figure 14 : Réle néphroprotecteur de Muc1 dans le modéle d’IR. (A) : lllustration des lésions histologiques
dans les reins des souris Muc1+/+ et Muc1-/- a 2, 4, 7 et 14 jours aprés la chirurgie. On observe des Iésions plus
séveres de NTA dans le cortex rénal des souris Muc1-/- caractérisées notamment par une diminution de la
hauteur épithéliale et I'apparition de cylindres intra-tubulaires (B) : Le score de souffrance rénale évaluée en
aveugle confirme qu’a J2 post IR les souris Muc1-/- présentent des dommages signficativement plus important.
(C) : A J4 post IR, les souris Muc1-/- ont un score de régénération rénale plus important que les souris Muc1-/- en
accord avec la plus grande sévérité des lésions observées a J2. (D): Par RT-qPCR, I'expression relative du

marqueur de souffrance KIM-1 est augmenté dans les reins des souris Muc1-/- J4 post IR.

lll-2 MUC1 en régénération rénale humaine

Afin de vérifier la pertinence des résultats obtenus sur le modéle murin d’IR, nous avons eu
recours a des biopsies de greffon rénal. En effet, lors des étapes de prélevement et de
transplantation des futurs greffons, ces derniers subissent des Iésions de NTA liées a

lischémie et a la reperfusion. En post-greffe, il se met en place des mécanismes de
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régénération rénale. Dans une série de 38 patients ayant bénéficié d’'une ponction biopsie du
greffon a une semaine post greffe (W1) et protocolaire a trois mois post-greffe (M3), il était
donc possible de suivre I'expression de MUC1 a la fois lors des temps précoces et tardifs (a
3 mois le greffon ne présente plus de Iésions de NTA et la fonction rénale est normalement

revenue a sa base) et son impact pronostique.

llI-2-1 Expression de MUC1 dans les biopsies de greffons

Sur les biopsies réalisées lors de la premiére semaine post-transplantation, a l'instar de ce
qui a été observé chez la souris, on observait une induction de MUC1 au niveau des tubes
en souffrance (Fig 15-A). En scorant la NTA, il a été mis en évidence que le niveau

d’expression de MUC1 était corrélé a la sévérité des Iésions de NTA (Fig 15-B).
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Figure 15 : Expression de MUC1 dans les ponctions biopsies de greffon réalisées une semaine aprés
transplantation. Au niveau des tubes en souffrance, on observe une expression de MUC1 en
immunohistochimie (A). L’'expression tubulaire de MUC1 est corrélée a la sévérité de la NTA au niveau du cortex

rénal (B).

L’étude de I'expression de MUC1 sur les biopsies de greffon a trois mois post-transplantation
a permis de montrer que lorsque les patients avaient récupéré sans mise en place de fibrose
(quantifiée sur la coloration du Trichrome de Masson qui marque en vert le collagéne) ils
avaient une expression normale de MUC1 alors que chez les patients qui avaient évolués

vers la fibrose, MUC1 continuait a étre exprimée au niveau des tubes atrophiques (Fig 16).
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Sans Fibrose Avec Fibrose

Figure 16 : Expression de MUC1 dans les ponctions biopsies de greffon réalisées a 3 mois post-
transplantation. Dans les biopsies de patients ayant totalement récupérés, on observe une expression
physiologique de MUC1 dans les tubes distaux et dans les tubes collecteurs. En revanche, chez les patients

ayant évolués vers la fibrose, I'expression de MUC1 était maintenue dans les tubes atrophiques.

lll-2-2 Expression de MUC1 associée a une transition épithélio-

mésenchymateuse partielle.

L’étude des marqueurs mésenchymateux sur les biopsies de greffon a permis d’observer
que linduction de MUC1 au niveau des tubes en souffrance était concomittante d’'une
néoexpression ou d’une surexpression de certains marqueurs mésenchymateux comme la
vimentine, la B-caténine, SNAIL1 (Fig 17-A). La quantification de ces marqueurs a confirmé
que leur augmentation était associée a I'importance des lésions de NTA chez les patients et
a I'expression tubulaire de MUC1 (Fig 17-B). Ces observations sont en lien avec les données
de la littérature indiquant que les cellules dédifférenciées survivantes aux Iésions
ischémiques subissent un changement phénotypique favorisant une plus grande plasticité

épithéliale.

45



Muci SNAIL Vimentine B-Caténine
T - 1-— = 74 i il ™ 1 B 3 5 TN | & . ¥ "ol 2
., F g B T AN
B N s SR AL, Al s PR
o . 'I o’ ’ iy Vi e 'f ‘1 \ |
o .-. J‘ ‘ . ."i. ...,- r ‘ wd |
- - 3 g o A J 4
P R LY
Sy ~ » iy 1 N
A -»Jf “' : v W . 1
fl' : b "1‘-.6 ’ "

3
:

£y
]

e

e

-
I

e
'3
.

4
W1 MUCI tubular cells expression scores

ad
-
L]
w

0 1 2 3 4
W1 MUCI tubular cells expression score:

W1 b catenin tubular cells expression scores
W1 vimentin tubular ceils expression scores

Figure 17 : Expression des marqueurs mésenchymateux dans les biopsies a 1 semaine. Dans les tubes en
souffrance, on observe une surexpression et une délocalisation des marqueurs mésenchymateux SNAIL,

Vimentine et B-caténine (A). L'expression de ces marqueurs était corrélée a celle de MUC1 (B).

Comme ce qu’il avait été observé pour MUC1 sur les biopsies a 3 mois, en I'absence de
fibrose, ces marqueurs revenaient a leur expression basale alors qu’ils persistaient au
niveau des tubes atrophiques dans les cas avec fibrose (Fig 18-A). La persistance de
'expression de ces marqueurs était corrélée au degré de fibrose rénale (Fig 18-B) et

inversement proportionnelle a la fonction rénale mesurée a 1 an post greffe (Fig 18-C).
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Figure 18 : Expression des marqueurs mésenchymateux dans les biopsies a M3 post-transplantation.
Dans les biopsies des patients sans fibrose, on observe un retour a I'expression physiologique de SNAIL,
Vimentine et B-caténine par immunohistochimie. Au contraire, dans les zones fibreuses, on observe un maintient
de I'expression de ces marqueurs (A). L'expression de ces marqueurs était corrélée au degré de fibrose rénale

(B) et inversement corrélée a la fonction rénale a M12 (C).

lll-2-3 Impact pronostique de I’expression de MUC1

Afin d’étudier la valeur pronostique de I'expression de MUC1 sur le développement de la
fibrose et I'évolution vers TI'IRC, un score basé sur le différentiel de I'expression
immunohistochimique de MUC1 sur la biopsie a 1 semaine par rapport celui sur la biopsie a

M3 a été considéré.

Plus ce score était faible (et donc plus I'expression de MUC1 était maintenue a M3), plus le
degré de fibrose observée sur la biopsie a M3 était sévére (Fig 19-A). De plus, lorsque I'on
comparait les patients ayant aggravé leur fibrose entre les deux biopsies, on mettait en
évidence que les patients avaient un score significativement plus faible que les patients chez

qui la fibrose était restée stable (Fig 19-B).
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Figure 19 : Impact pronostique de I’expression de MUC1 dans le développement de la fibrose. Le
différentiel d’expression de MUC1 entre la biopsie a une semaine et a 3 mois est corrélée a la sévérité de la
fibrose a M3 (A). Les patients qui ont aggravés leur score de fibrose entre la biopsie réalisée a une semaine et la
biopsie a 3 mois avaient un différentiel d’expression de MUC1 entre les deux biopsies plus faible que ceux ayant

conservé un grade de fibrose stable.
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PARTIE Il

I- Reins et sepsis
I-1 Définition : Sepsis, infection, réponse inflammatoire

Le sepsis est défini par la présence d'une infection et d'une réponse inflammatoire excessive
(Levy et al., 2003). L'infection se définit comme un processus pathologique provoqué par
l'invasion d’agents pathogénes ou potentiellement pathogénes au sein de 'organisme. Dans
la majorité des cas, l'infection microbienne est secondaire a une bactérie Gram négatif.
Parmi celles-ci, Escherichia coli est I'agent pathogéne le plus courant a l'origine d'une
septicémie (Bochud et al., 2001), c’est pourquoi c’est également le modéle expérimental le
plus utilisé. La définition d'une réponse inflammatoire systémique repose sur une association
de certains signes cliniques (hyper/ hypothermie, tachycardie, hypotension, hyperventilation)
avec des marqueurs biologiques traduisant une inflammation systémique (hyperleucocytose)
ou une dysfonction d’organe (augmentation de la créatininémie, diminution de la diurése).
On distingue plusieurs niveaux de gravité dans le sepsis, ainsi on parle de sepsis sévére en
cas de dysfonction d’au moins un organe associée a une hypotension artérielle et de choc
septique en cas de dysfonction d’au moins un organe associée une hypotension artérielle
persistante en dépit d’'une expansion volémique adaptée (Singer et al., 2016). Ces définitions

sont utilisées en pratique clinique depuis plus de 25 ans.

I-2 IRA secondaire au sepsis

Il existe un lien fort entre sepsis et IRA. Ainsi, une septicémie est associée a prés de 50%
des cas d’'IRA et jusqu'a 60% des patients atteints de septicémie ont une IRA (Uchino et al.,
2005, Bagshaw et al, 2009). La fréquence de I'lRA secondaire au sepsis est en
augmentation et s’accompagne d’une hausse de la morbidité et de la mortalité chez les
patients hospitalisés (Martin et al., 2003). Toutefois la mortalité chez les patients les plus
graves semble diminuer ces derniéres années (Wald et al.,, 2015) probablement a cause
d’'une introduction de la dialyse plus précoce. La majorité des IRA en services de soins
intensifs surviennent dans le cadre d’un syndrome de défaillances multi-viscérales dans des
situations ou la physiopathologie est complexe et les causes entremélées. Pour autant, le
sepsis est reconnu comme étant le facteur prédisposant le plus fréquemment associé a la
survenue d'une IRA (Parmar et al., 2009). Inversement, la survenue d’'une IRA au cours du
sespis est un facteur de risque indépendant associé a la fois a une augmentation de la
mortalité et de la morbidité (Bagshaw et al., 2008; Cruz et al., 2007; Hoste et al., 2006;
Joannidis et Metnitz, 2005).
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I-3 Modéles animaux de sepsis

Il existe plusieurs modeéles animaux de sepsis que nous présenterons avec leurs avantages
et leurs inconvénients (Fig 20). Il est important de rappeler a ce stade que si les modéles
animaux présentent des réponses histologiques et hémodynamiques parfois semblables a la
pathologie humaine, il existe également d'importantes différences. Par exemple, certains Toll
like récepteurs (TLRs) qui jouent un réle crucial dans ces modéles sont exprimés différement
chez ’lhomme et I'animal (Stribos et al., 2014). Dans ce travail de thése, nous avons utilisé le

modéle d’injection intra-péritonéale de lipopolysaccharide (LPS) chez la souris
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Figure 20 : Présentation des modéles de sepsis les plus couramment utilisés en expérimentation animale
(Figure adaptée de l'article Laboratory Animal Models to Mimic Human Sepsis: A Review par Verma et al., 2016).
On distingue les modeéles « injectables » par instillation directe d’éléments bactériens ou de toxine bactérienne

(comme le LPS) des modéles chirurgicaux qui reproduisent une péritonite par perforation caecale.

I-3-1 Injection de toxine bactérienne

Dans ce modéle expérimental, le LPS ou endotoxine est la toxine la plus fréquemment
utilisée. Il s’agit de macromolécules contenues dans la paroi des bactéries Gram négatif et
en particulier de I'Escherichia coli. Ce modéle de sepsis repose sur le principe que c’est la
réponse de 'organisme au pathogéne et non le pathogéne en lui-méme qui est délétére au
cours du sepsis. Il est utilisé depuis trés longtemps a des doses et avec des voies d’injection

variées, l'injection intra-péritonéale étant la plus couramment observée. En pratique, il induit
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une production trés forte de cytokines pro-inflammatoires secondaire a la liaison du LPS a
son récepteur spécifique : le TLR4 (Michie et al., 1988). L’administration d'endotoxine
entraine le développement d’une IRA avec une réduction de la diurése et 'augmentation de
'urée sanguine et de la créatinine (Cunningham et al., 2004; Doi et al., 2009). Des réponses
similaires peuvent étre obtenues en injectant des ligands du TLR9 (CpG DnA) ou du TLR2
(lipoprotéines bactériennes) a la place du LPS (Hemmi et al., 2000, Plitas et al., 2008; Meng
et al., 2004). Cest pourquoi, il est important d’utiliser du LPS pure ou ultrapure car les
produits de pureté moindre peuvent contenir d'autres molécules telles que de 'ARN ou de
'ADN qui peuvent moduler la réponse immunitaire de I'héte (Vallance et al, 2019). Ce
modeéle présente l'avantage d’étre simple a mettre en place et a reproduire. Il est
transposable a 'homme et des cas d’injection de LPS chez des patients sains ont montré
gu’il induisait une réponse systémique chez I'homme qui partage de nombreuses
caractéristiques avec le sepsis sévére (Lowry et al., 2005, Andreasen et al., 2008). Toutefois
il présente un certain nombre de différences avec I'humain : 1) A forte dose, le LPS induit un
état d’hypotension et d’hypothermie sévére non observé chez 'homme (Remick et al.,
2005) ; 2) Il induit une libération systémique de cytokines pro-inflammatoires plus importante
qgue chez 'lhomme et sur une période plus bréve (Rittirsch et al., 2007, Chen et al., 2014) ; 3)
Il nécessite des doses beaucoup plus importantes chez I'animal et notamment la souris
comparativement a 'lhomme (Flink et al., 2014). A cause des ces différences, la traduction
thérapeutique chez 'lhomme des essais réalisés chez les animaux est mauvaise (Deitch et
al., 1998). Par exemple, l'inhibition du TNF-a qui est trés efficace dans les modéles murins
n'a pas eu de traduction clinique chez 'lhomme (Rittirsch et al., 2007). Malgré toutes ces
limites, cela reste un modeéle largement utilisé car il permet d’étudier facilement les phases

initiales de l'inflammation dans le sepsis.

I1-3-2 Instillation de bactéries

Une injection bactérienne, par voie intra-péritonéale ou intra-veineuse, est parfois employée
pour produire une septicémie chez I'animal. Il peut s’agir soit d’'une injection polymicrobienne
ou dune espéce bactérienne précise. Escherichia coli est couramment utilisée pour
reproduire la septicémie a Gram négatif et le Staphylococcus ou le Pseudomonas pour les
Gram positif. De grands inoculums sont nécessaires en raison de l'incapacité de la plupart
de ces souches a se répliquer in vivo aprés injection (Deitch et al., 1998). Comme les agents
pathogénes sont rapidement éliminés par le systeme du complément, c’est finalement un
modéle trés proche de linjection de toxine préalablement décrit. Il peut avoir un intérét

lorsque la voie d’inoculation est différente pour mimer une septicémie a point de départ local.
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C’est par exemple le cas pour les modéles de pneumonie qui évoluent sur le plan

systémique en sepsis (Moore et al., 2002).

1-3-3 Modéles de péritonite

Deux modéles chirurgicaux de péritonite sont fréquemment utilisés dans la littérature : la
ponction ligature caecale et le modéle de péritonite par perforation et pose de stent au
niveau du colon ascendant (Fig 20). La méthode de ponction ligature caecale consiste dans
la réalisation d'une laparotomie sous anesthésie générale suivie d'une ligature d'une partie
du caecum avec la création d'une ou plusieurs points de ponction a l'aiguille (Baker et al.,
1983). Dans le modeéle de péritonite avec pose de stent au niveau du colon ascendant,
'animal subit une anesthésie générale et une laparotomie médiane, suivie de l'insertion d'un
stent en plastique dans le cblon ascendant a 1 cm en distal de la jonction iléo-caecale (Zantl
et al., 1998). Dans les deux cas, il y a fuite de matiére fécale dans le péritoine, toutefois cette
fuite est naturellement comblée par accolement d’'une anse digestive dans la technique de
ponction ligature caecale alors qu’elle se maintient plus longtemps dans la technique de
pose de stent. La technique de ponction ligature caecale reproduit I'équivalent d’une rupture
d’appendicite chez 'homme (Wichterman et al., 1980). Ces deux méthodes ont une
physiopathologie proche. Elles présentent I'avantage de reproduire une source d’infection
polymicrobienne par la flore digestive et d’avoir un stimulus inflammatoire maintenu dans le
temps par lintermédiaire des tissus nécrosés (Wichterman et al, 1980). En cela, ces
techniques sont plus proches du sepsis humain. Les deux techniques provoquent une IRA
qui s’aggrave dans le temps. Comme elles peuvent étre réalisées relativement facilement,
elles sont devenues trés fréquentes en expérimentation animale. La principale limite du
modeéle de ponction ligature caecale est liée au fait que dans les premiers temps suivant le
geste opératoire, le développement d’un choc septique est conditionné par la formation ou
non d’un abcés au niveau du point de ponction (Maier et al., 2004). De ce fait, il peut y avoir
confusion entre les effets observés d’une protéine ou d’une thérapeutique sur son role dans
la formation de I'abcés plutbt que dans la résolution du sepsis. Enfin que ce soit pour le
modeéle de ponction ligature caecale ou de la pose de stent dans le colon, ces modéles
souffrent d’'une mauvaise reproductibilité entre les différentes équipes. Cette variabilité est
principalement liée a I'expérience de I'opérateur, au choix de la méthode chirurgicale et aux

matériaux utilisés (Singleton et al., 2003).
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I-4 Lésions histologiques au cours de I'IRA septique

Dans les modéles animaux, indépendamment du modéle expérimental utilisé, il existe une
dissociation entre I'importance de la dysfonction rénale et les Iésions histologiques tubulaires
qui sont focales et d’intensité légére. Dans une revue des Iésions histologiques retrouvées
dans les IRA septiques, seul 17,4% des animaux présentaient des lésions de NTA d’intensité
modérée ou sévére et des lésions tubulaires plus légéres a type de gonflement ou
vacuolisation des cellules épithéliales tubulaires étaient retrouvées dans 40% des cas
(Kosaka et al., 2016). Le modéle murin d’injection intra-péritonéal de LPS induit des |ésions
histologiques tubulaires légéres qui se constituent entre la 24 et 48h aprés linjection
(Cunningham et al., 2004). Il est a noter que dans les études rapportant des formes séveéres
de NTA, le modéle expérimental de sepsis utilisé était associé a une hypoperfusion rénale
profonde et ces lésions sont donc probablement plutét le reflet d'un mécanisme Iésionnel
ischémique (Garofalo et al., 2019). Au niveau glomérulaire, les modifications sont aussi trés
Iégeéres et se résument essentiellement a une congestion des capillaires glomérulaires. Chez
’homme, des données similaires ont été retrouvées. Ainsi 'équipe de Takasu et coll. a
montré que des Iésions tubulaires légéres et focales étaient présentes chez environ 78% des
patients (Takasu et al., 2013). Ces données doivent toutefois étre interprétées au regard de
grande hétérogénéité dans la littérature avec une prévalence de la NTA au cours du sepsis
qui varie entre 7 et 100% (Mustonen et al., 1984, Lerolle et al., 2010, Hotchkiss et al., 1999,
Diaz de Leon et al., 2006). Cette variabilité en pathologie humaine traduit probablement
I'évolution des définitions de I'IRA septique et I'’hétérogénéité des critéres d’évaluation de la
NTA.

En lien avec la relative pauvreté des altérations morphologiques au niveau des cellules
épithéliales tubulaires, le réle de I'apoptose est débattu au cours du sepsis. Certains auteurs
rapportent une augmentation de I'apoptose aprés injection de LPS dans des modéles murins
(Takasu et al., 2013, Cunningham et al., 2004) qui n’est pas retrouvée dans d’autres
modeéles de sepsis (Dear et al., 2006, Langenberg et al., 2014). Chez I’humain, si le débat
n‘est pas tranché, les auteurs s’accordent toutefois a dire que la mort des cellules
épithéliales par nécrose ou par apoptose n’est pas le mécanisme dominant de la dysfonction

tubulaire dans I'lRA secondaire au sepsis (Peerapornratana et al., 2019).
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I1-5 Physiopathologie de I'IRA septique

Introduction

La physiopathologie de linsuffisance rénale secondaire au sepsis est particulierement
complexe et imparfaitement comprise ce qui explique en partie 'absence d’évolution des
modalités thérapeutiques qui reposent depuis des années sur la dialyse, les diurétiques et
les solutés de remplissage (Wald et al.,, 2015). Malgré cela, de nombreux progrés ont été
réalisés dans la compréhension de cette maladie. Pendant longtemps, I'IRA secondaire au
sepsis a été considérée comme la conséquence d'une ischémie secondaire a une
hypoperfusion rénale. L’atteinte lésionnelle endothéliale entraine une chute des résistances
vasculaires systémiques et donc un état d’hypotension globale et une mauvaise perfusion
rénale. Depuis, plusieurs études ont montré que ce modéle était imparfait car il existe des
cas d’IRA secondaire au sepsis en l'absence d'hypoperfusion (Langenberg et al., 2002;
Prowle et al., 2009; Murugan et al., 2011) suggérant que des mécanismes alternatifs sont
impliqués. Trois d’entre eux sont maintenant bien décrits chez 'homme et chez I'animal et
vont étre discutés plus en détail : I'atteinte de la microcirculation, les désordres du

métabolisme énergétique et l'inflammation.
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Figure 21 : Physiopathologie de I'IRA septique (Reproduite et adaptée a partir de I'article « Acute kidney injury
from sepsis: current concepts, epidemiology, pathophysiology, prevention and treatment » de Peerapornratana et
al., 2019). Au cours du sepsis, les dommages des cellules endothéliales et du glycocalyx au niveau des
capillaires péritubulaires conduit a un état procoagulant et au recrutement de cellules inflammatoires aboutissant
a des obstructions focales et a des alterations de la microcirculation. L’atteinte de la microcirculation est renforcée
par la mise en place d’'un cedeme interstitiel qui accentue la privation en O2 des cellules épithéliales tubulaires.
Par ailleurs, au niveau des cellules épithéliales tubulaires, on observe des modifications majeures du
métabolisme cellulaire afin de rediriger les dépenses énergétiques en faveur de la survie (diminution de
I'expression des transporteurs ioniques au niveau de la membrane). Le passage a une glycosylation aérobie est
une autre modification drastique du fonctionnement des cellules épithéliales rénales au cours du sepsis avec des
conséquences directes sur la fonction rénale. Ce switch vers la glycosylation aérobie refléte les altérations des
mécanismes de préservation du capital mitochondrial (mitophagie et biogenése) qui sont indispensables a la

phsophorylation oxydative.

95


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peerapornratana%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31443997

1-5-1 Atteinte de la microcirculation

La septicémie provoque des altérations profondes de la microcirculation dans le cortex ou la
médullaire rénale qui sont caractérisées par une diminution de la résistance vasculaire
périphérique et une mauvaise distribution du flux sanguin (De backer et al., 2002, Spronk et
al., 2002). L'IRA induite par le sepsis est caractérisée par une diminution de nombre de
capillaires présentant un flux sanguin de débit suffisant et continu (Fig 21) (Post et al., 2017,
Martensson et al., 2015). Cette perturbation de la microcirculation joue un rble clé dans la
défaillance rénale, coupant 'acheminement de 'oxygéne et des nutriments aux tissus (Seely
et al.,, 2010, Tiwary et al., 2005). Cette atteinte est indépendante de I'’hypoperfusion rénale
(liee a la macrocirculation) qui est fréquente mais pas systématiquement observée (Prowle
et al., 2009). Cela pourrait expliquer pourquoi lors des études autopsiques, seules des
Iésions de NTA de distribution hétérogéne et de faible intensité sont retrouvées et non des
lésions sévéres et diffuses comme c’est le cas dans les modéles animaux induisant une
ischémie (Sato et al., 1978). La physiopathologie de I'atteinte de la microcirculation au cours
du sepsis fait intervenir de nombreux mécanismes dont la dysfonction des cellules
endothéliales, les Iésions du glycocalyx, le recrutement des leucocytes, I'activation de la
coagulation (Gomez et al., 2016) (Fig 21). Nous reviendrons sur deux de ces mécanismes

qui ont été bien caractérisés :

e La dysfonction des cellules endothéliales : Les cellules endothéliales, qui bordent
la lumiére des vaisseaux, sont des déterminants importants du maintient du tonus
vasculaire, de la perfusion microcirculatoire et du recrutement des leucocytes
(Sprague et al., 2009). En condition physiologique, I'endothélium contréle le tonus
artériel pour maintenir la perfusion tissulaire et assurer les besoins énergétiques des
cellules. En cas de lésions, les cellules endothéliales perdent leur capacité a
répondre aux vasodilatateurs, en particulier au monoxyde d’azote (NO), ce qui
entraine une moins bonne redistribution du flux sanguin localement. De plus, les
Iésions endothéliales induisent une perméabilité vasculaire accrue a l'origine de la
constitution d’'un cedéme interstitiel. Cet cedéme va contribuer a accroitre I'hypoxie
locale (Hollenberg et al., 2004) (Fig 21). Par ailleurs, l'activation des cellules
endothéliales par les cytokines pro-inflammatoires conduit a un état pro-coagulant et
a un recrutement accru de cellules inflammatoires via la surexpression des molécules
d’adhésion ELAM-1 et ICAM-1 (Powell et al., 2014) (Fig 21). La déformabilité des
globules rouges est également modifiée par l'inflammation ce qui conduit a une plus
grande viscosité locale (Fig 21). L’association de tous ces phénoménes conduit a la
formation de zones trés localisées d’obstruction du flux circulatoire et donc a la

création de zones focales d’ischémie tissulaire.
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e Une dérégulation de la production de NO : Le NO est le produit métabolique de la
L-arginine pouvant étre produit par trois isoformes majeures de I'enzyme NO
synthase (NOS) qui existe sous 3 formes exprimées par différents types cellulaires: la
forme neuronale (NNOS), la forme induite (iINOS), et la forme endothéliale (eNOS)
(Forstermann et al., 2012). Dans le rein, eNOS est exprimé de maniére constitutive
dans les cellules endothéliales et joue un réle central dans la relaxation vasculaire,
I'inhibition de I'adhésion des leucocytes et I'agrégation plaquettaire. L’enzyme iNOS
est exprimée dans la plupart des cellules épithéliales tubulaires mais ne participe pas
ou trés peu a la synthése de NO en condition physiologique (Mount et al., 2006). Au
cours du sepsis, il a été décrit une augmentation globale de la production de NO par
les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-13 qui régulent a la hausse I'expression
d'iNOS (Cunha et al, 1994). L’augmentation d'iNOS provoque une auto-inhibition
d’eNOS au niveau des cellules endothéliales ce qui provoque une altération de la
capacité vasodilatatrice et un risque accru de shunt et d'hypoxie malgré un exces
global de NO (Chauhan et al., 2003). Par ailleurs, une concentration élevée en NO
est aussi délétére en raison de l'interaction entre le NO et les ROS. Cette interaction
favorise notamment la formation de peroxynitrite qui a un effet cytotoxique sur les
cellules endothéliales via une inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale et
induction de dommages a I'ADN (Seija et al., 2012). L'inhibition séléctive d'iNOS a
d’ailleurs montré des effets néphroprotecteurs dans des modéles animaux (Tiwari et
al., 2005).

I-5-2 Désordres du métabolisme énergétique

La relative pauvreté de I'apoptose au cours de I'lRA induite par le sepsis a fait suspecter
'existence d’'une réponse adaptative spécifique ou la survie cellulaire est priorisée par
rapport a la fonction. Un des exemples de cette réponse adaptative est la capacité des
cellules épithéliales tubulaires a diminuer, dans les heures suivant une injection de LPS,
'expression des transporteurs d’ions a la membrane (Schmidt et al., 2007) alors que ces
transporteurs représentent prées de 70% de la consommation d’ATP en condition
physiologique (Mandel et al., 1981) (Fig 21).

Un des mécanismes lésionnels qui apparait déterminant dans I'lRA septique est I'activation
anormale de la glycolyse aérobie, appelée aussi effet Warburg, par rapport a la
phosphorylation oxydative (Gomez et al., 2017) (Fig 21). L’activation de la glycolyse aérobie
aboutit a la conversion du pyruvate cytoplasmique en lactate et & une réorganisation du

métabolisme énergétique des cellules dont les conséquences sont délétéres au cours du
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sepsis. Ainsi, I'inhibition de la glycolyse aérobie au profit d’'une I'induction de phosphorylation
oxydative au niveau des monocytes (Yang et al., 2014) ou des cellules épithéliales tubulaires
(Waltz et al., 2016) permet d’améliorer la survie et prévient le développement de I'atteinte
rénale. Les raisons exactes de cette reprogrammation du métabolisme énergétique ne sont
pas parfaitement comprises mais il semble que les mitochondries occupent une place
centrale. En effet, le sepsis génére des Iésions mitochondriales qui découlent notamment de
la génération de ROS (Arulkumaran et al., 2016). Or les mitochondries sont indispensables
pour que les cellules puissent reposer sur la phosphorylation oxydative pour générer leur
ATP. En condition pathologique, deux mécanismes principaux permettent normalement aux
cellules de sauvegarder leur pool de mitochondries : la mitophagie qui est le processus par
lequel les mitochondries endommagées sont éliminées par autophagie et la biogenése par
lequel de nouvelles mitochondries saines sont générées. Au cours du sepsis, des signes de
mitophagie apparaissent trés précocement (Hsiao et al, 2012) et il a été montré qu’'une
stimulation de la mitophagie avait des effets protecteurs sur la fonction rénale (Gunst et
al., 2013) alors qu’une activation insuffisante est un signe de mauvais pronostic (Hsiao et al.,
2012). De méme, I'équipe de MacGarvey et coll. ont montré qu’'une augmentation de la

biogenése au cours du sepsis avait des effets bénéfiques (MacGarvey et al., 2012) (Fig 21).

La régulation du cycle cellulaire est un autre mécanisme d’épargne énergétique utilisé par
les cellules épithéliales tubulaires (Fig 21). En cas de réserves énergétiques insuffisantes,
les cellules entrent dans une phase d’arrét du cycle cellulaire. Pendant les phases précoces,
ce processus permet de limiter les dépenses énergétiques liees a la réplication et a la
duplication de 'ADN et a donc un role protecteur. En revanche s’il est maintenu trop
longtemps, cela limite les capacités de régénération des épithéliums tubulaires (Kellum et al.,
2016). Chez I'homme, il a été mis en évidence que linhibiteur tissulaire de la
métalloprotéinase-2 (TIMP-2) et la protéine de liaison au facteur de croissance analogue a
l'insuline 7 (IGFBP7) étaient les deux marqueurs les plus prédictifs du diagnostic précoce de
I'IRA au cours du sepsis (Cuartero et al.,, 2017). Ces deux protéines sont impliquées dans le
contrdle du cycle cellulaire soulignant I'importance de ce mécanisme dans I'apparition des

lésions rénales (Fig 21).

I1-5-3 Inflammation

Par définition, le sepsis correspond a une réaction inflammatoire incontrolée et excessive. En
effet, si la réponse inflammatoire initiale est indispensable pour assurer la défense de
I'organisme face a un agent pathogéne, elle peut s’avérer délétere si elle est trop amplifiée et
maintenue dans le temps (Angus et al., 2013). Il existe ainsi une forte association entre les

taux de cytokines pro-inflammatoires, notamment I'lL-6, et le développement de I'IRA induite
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par la septicémie (Payen et al, 2012, Murugan et al., 2010). Les cytokines pro-
inflammatoires pourraient avoir un effet direct toxique sur les cellules épithéliales tubulaires
(Dellepiane et al., 2016). En effet, les cellules épithéliales tubulaires rénales expriment les
TLR 2 et 4 & leur membrane (Kruger et al., 2009) et I'exposition & des Pathogen Associated
Molecular Pattern (PAMP) générent un stress oxydatif (Kalakeche et al., 2011), des

altérations mitochondriales et la libération de ROS (Hotchkiss et al., 2003).

Dans la réponse au sepsis, les cellules de 'immunité innée sont en premiére ligne parce
gu’elles portent une série de récepteurs qui permettent la reconnaissance des agents
pathogénes, les PRR (Pattern Recognition Receptors) (Akira et al., 2006). Ces récepteurs,
reconnaissent des motifs appelées PAMP a la surface des micro-organismes et absents des
cellules de I'néte. Les PRR sécrétés se lient aux agents pathogénes et favorisent leur
opsonisation par les cellules phagocytaires (exemple : le systtme du complément, les
molécules de la famille des pentraxines dont la CRP est la plus connue) (Garlanda et al.,
2005). Les PRR membranaires permettent linternalisation des micro-organismes ou
l'activation de cytokines pro-inflammatoires aprés reconnaissance des pathogénes a la
membrane. Dans cette famille, on distingue les TLRs (Takeda et al., 2003), les récepteurs
Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD) (Girardin et al., 2003) et les RIG-I-Like
RNA Helicase (RLR) (Yoneyama et al, 2005) et les lectines de type C. Les mémes
récepteurs peuvent également détecter des molécules endogénes libérées par des cellules
blessées, les motifs moléculaires associés aux dégats (DAMP) tels que I'ADN, I'ARN, les
histones, les protéines HMGPB1 et S100 (Chan et al., 2012).

A la suite de 'engagement de ces récepteurs au niveau des cellules dendritiques et des
macrophages, la libération des cytokines pro-inflammatoires entraine une activation des
cellules endothéliales dans le rein. Ces derniéres surexpriment alors des molécules
d’adhésion comme ELAM-1 et ICAM-1 qui vont favoriser le recrutement de leucocytes et en
particulier des polynucléaires neutrophiles (Cunningham et al., 2004). Les neutrophiles
liberent localement des ROS ainsi que des enzymes protéolytiques (protéases, élastases et
myéloperoxidases) qui vont avoir un effet toxique a la fois sur les cellules épithéliales
tubulaires et sur les cellules endothéliales (Brown et al., 2006). Ces lésions favorisent les
anomalies de la microcirculation, augmentent le recrutement local de cellules inflammatoires
et libérent des DAMP qui vont amplifier la production de cytokines pro-inflammatoires.

S’instaure alors un véritable cercle vicieux amplifiant la réponse inflammatoire.

Apreés activation des macrophages et cellules dendritiques résiduels, il y a un recrutement de

macrophages a partir de monocytes circulants (Aslan et al, 2018). On distingue
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classiqguement les macrophages pro-inflammatoires ou M1 des macrophages M2 qui jouent
un réle plutdt anti-inflammatore. Le role des différents types de macrophages au cours de
I'IRA septique a été peu étudié. Dans des modéles de ponction ligature caecale, il a été
montré que linfiltration de macrophages M1 a lieu dans les 24 premiéres heures suivant la
chirurgie et précéde celle de macrophages M2, a l'instar de ce qui est observé dans d’autres
modeéles d'IRA (Xing et al., 2017 ; Xing et al., 2018). L’origine des macrophages M2 est
double résultant a la fois du recrutement et de la différenciation de monocytes cirtculants
mais aussi de la transition des macrophages M1 vers un phénotype M2 (Baek 2019). En se
basant sur ce qui a été décrit dans les modéles d’IRA ischémique, il est souvent admis que
le recrutement de macrophages M1 au cours du sepsis favoriserait la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires et la libération locale de ROS et jouerait donc un rdle délétere. Au
contraire, les macrophages M2 seraient plutét bénéfiques dans les phases de réparation via
la sécrétion de cytokines d’IL-10, l'activation de la prolifération des cellules épithéliales
tubulaires et le remodelage de la matrice-extracellulaire (Baek, 2019). En faveur de cette
hypothése, I'équipe de Xing et al. a montré qu’'une déplétion de macrophages M2 par
l'injection de clodronate liposomale dans les 72h aprés une chirurgie de ponction ligature
caecale avait un effet délétére sur la fonction rénale (Xing et al., 2017). Trés récemment, il a
également été montré que l'injection de colony stimulating factor 2 (CSF2) permettait de
favoriser in vivo la transition du phénotype M1 vers M2 ce qui s’accompagnait d’'une

meilleure réponse rénale au sepsis (Li et al., 2020).

Enfin, les lymphocytes semblent aussi jouer un role dans I'lRA septique. Apres injection de
LPS, il a été montré que I'absence de CD28, nécessaire a la coactivation des lymphocytes
T, protégeait la fonction rénale et inhibait le recrutement de polynucléaires neutrophiles.
L’effet protecteur était perdu en cas d’injection de lymphocytes T CD3+ avant l'injection de
LPS (Singbartl et al., 2015). Le LPS est capable d’activer les lymphocytes T in vitro et in vivo
(Tough et al., 1997) et son effet délétére au cours de I'IRA septique pourrait étre médié par
une voie dépendante de I'lL18 récepteur sur les lymphocytes T CD4+ (Nozaki et al., 2017).
Si les lymphocytes B réagissent a la stimulation au LPS via TLR4 in vitro (Hebeis et al,,

2005), leur réle dans I'IRA septique reste a définir.
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lI- Toll-like recepteurs et sepsis

lI-1 Présentation de la famille des récepteurs TLRs

11-1-1 Généralités

Le récepteur membranaire « Toll » a été identifié chez la drosophile pour son implication
dans l'établissement de la polarité de I'axe dorso-ventral de I'embryon (Hashimoto et al.,
1988) . Les drosophiles déficientes en Toll présentaient également une susceptibilité accrue
aux infections fongiques suggérant un role de cette molécule dans 'immunité (Lemaitre et
al.,, 1996). Une recherche de molécules similaires a Toll chez les mammiféres a permis
d’identifier une famille de molécules apparentées, appelées Toll-like recepteurs (TLRs).
Depuis cette découverte majeure, 13 TLRs ont été identifiés chez les mammiféres. Les TLRs
1 a 10 sont exprimés chez I'homme alors que TLR11-13 ne sont exprimés que chez la
souris. Ces récepteurs sont de type transmembranaire. lls possédent un domaine
extracellulaire composé d'un motif répété riche en leucines, une courte portion
transmembranaire et un domaine intracellulaire qu’ils partagent avec les membres de la
famille des récepteurs de linterleukine 1 (domaine TIR) (West et al.,, 2006). On distingue
habituellement deux catégories de TLRs : Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 et TLR6 qui sont
situés a la surface de la cellule et les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 qui sont situés dans la
paroi des endosomes/lysosomes. Ces récepteurs sont exprimés principalement par les
cellules de limmunité (macrophages, polynucléaires neutrophiles, cellules dendritiques,
lymphocytes B, T et natural killer) mais aussi par certaines cellules épithéliales et les
fibroblastes (Takeda et Akira, 2007).

1I-1-2 Voies de signalisation des TLRs

La liaison avec un PAMP ou un DAMP s’effectue au niveau du domaine extracellulaire qui
varie d'un TLR a Tlautre. Elle induit la dimérisation du récepteur soit sous forme
d’homodimére ou bien d’hétérodimere avec un autre TLR. Sous forme dimérisée, il y a
recrutement d'une molécule adaptatrice et activation des voies de signal intra-
cytoplasmiques (Akira et al., 2004). A I'exception du TLR3, tous les TLRs sont capables de
recruter I'adaptateur cytoplasmique MYD88 qui induit le recrutement et I'activation des
kinases IRAK1 et 4 (Wesche et al,, 1997) (Fig 22). Ces derniéres, une fois phosphorylées,
recrutent TRAF6 qui active TAK1 ce qui conduit a la phosphorylation d’'IKKa, IKKS et IKKy.
Celles-ci forment alors un complexe qui va a son tour phosphoryler I«kB et ainsi permettre la
translocation nucléaire de NF-kB (Akira et al., 2004). Par ailleurs, TAK1 phosphoryle

également la voie des MAPK aboutissant a I'activation du facteur de transcription AP-1
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(Walsh et al, 2015). TLR3 exprimé dans les endosomes, est capable de recruter par
interaction directe la molécule cytoplasmique TRIF qui active le facteur de transcription IRF3
ce qui induit la production d’interféron (Fig 22). TLR4 est le seul TLR capable d’activer ces
deux voies de signalisation, on parle alors de voie MYD88 indépendante pour qualifier la
voie médiée par le recrutement de TRIF. Ce recrutement (Fig 23) n’est pas direct comme

pour TLR3 mais indirect via la molécule coadaptatrice TRAM (Brown et al., 2011).
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Figure 22 : Voies de signalisation des TLRs (Figure librement adaptée du site internet
https://fr.cisbio.eu/dd/by-universe/immuno-oncology). L'activation des TLR déclenche une cascade de
signalisation via le recrutement de plusieurs adaptateurs de signalisation intracellulaires notamment MyD88,
IRAK et TRAF6. La signalisation TLR conduit a l'activation des voies de signalisation MAP kinase, IKK, TBK1 et a
I'activation des facteurs de transcription NF-kB, IRF3et AP1. Ceux-ci médient l'inflammation par la production de

cytokines inflammatoires,
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