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1. La maladie rénale chronique (MRC) 

 

La MRC se caractérise par une perte progressive et irréversible de la fonction rénale entraînant 

une accumulation de toxines urémiques. En dessous d’un certain seuil de capacité à filtrer le 

sang, elle entraine souvent l’Insuffisance Rénale Chronique (IRC). Cette dernière se définit 

également par l’incapacité des reins à réguler l’excrétion urinaire et à sécréter des hormones. 

L’accumulation de toxines urémiques peut entraîner un dysfonctionnement endothélial et une 

inflammation [1], [2].  

 

1.1. Physiopathologie 

 

L'insuffisance rénale est causée par une diminution du nombre de néphrons fonctionnels 

entrainant une altération de la fonction glomérulaire. Les toxines urémiques ne sont plus filtrées 

et excrétées par les reins et s'accumulent dans le sang. Cela induit une déficience en production 

d'érythropoïétine (EPO) par les fibroblastes interstitiels des reins, ce qui entraîne une 

diminution de la production d'érythrocytes due à un défaut d'érythropoïèse [3], [4]. Dans cette 

maladie, le meilleur indicateur disponible de la fonction rénale est le Débit de Filtration 

Glomérulaire (DFG). Le DFG estime la quantité totale de sang filtré par le rein qui traverse les 

glomérules par unité de temps. La Haute Autorité de Santé (HAS) classe l'évolution de cette 

baisse du nombre de néphrons en 5 stades selon les conséquences qu'elle entraîne : 

 

Stades DFG (mL/min/1,73m2) Définitions 

1 >90 MRC avec DFG normal ou augmenté 

2 60-89 MRC avec DFG légèrement diminué 

3 Stade 3A : 45-59 

Stade 3B : 30-44 

IRC modérée 

4 15-29 IRC sévère 

5 <15 IRC terminale 

Tableau 1. Classification des stades d’évolution de la MRC (www.has-sante.fr) 

http://www.has-sante.fr/
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Selon le consensus international, l’IRC est définie par la persistance pendant plus de 3 mois 

d’une baisse progressive et irréversible du DFG inférieure à 60 ml/min/1,73 m2, et de la 

persistance de marqueurs d’atteinte rénale structurelle (protéinurie ou maladie polykystique). 

L’IRC apparaît à partir du stade 3A quand le DFG estimé (DFGe) est inférieur à 59 

mL/min/1,73 m². On parle d'Insuffisance Rénale Terminale (IRT) quand la fonction rénale est 

inférieure à 15 % de sa capacité normale.  

 

1.2. Epidémiologie  

 

Le nombre de patients atteints d’IRC est difficile à évaluer précisément car les symptômes sont 

généralement détectés à un stade avancé de la maladie. D’après le Réseau épidémiologie et 

information en néphrologie (REIN), 5 à 10 % de la population Française présente une affection 

rénale asymptomatique (Insuffisance rénale ⋅ Inserm, La science pour la santé). En 2016, on 

comptabilise 82 295 personnes traitées pour une IRC terminale en France. Son incidence ne 

cesse d’augmenter chaque année de 2 % [5]. 

 

1.3. Toxines urémiques  

 

Les toxines urémiques sont des « composés qui exercent une action biologique et s’accumulent 

dans l’organisme des patients atteints d’IRC, alors que des reins sains devraient les éliminer 

dans les urines ». Il existe une association abondamment décrite entre l'augmentation de la 

concentration de toxines urémiques et la morbi-mortalité dans les études épidémiologiques chez 

les patients atteints d'IRC [6]–[10]. Un premier travail réalisé en 2003 par le groupe European 

Uremic Toxins (EuTox) a répertorié une liste exhaustive de 90 toxines urémiques et les a 

regroupés en 3 catégories : petites molécules hydrosolubles (<500 kDa), molécules moyennes 

(≥500 kDa) et toxines liées aux protéines [11]. En 2012, cette liste s’est étendue à 146 toxines 

urémiques référencées au total [12]. Ce groupe de collaboration s'est focalisé sur la mesure des 

concentrations normales, des concentrations urémiques, et des concentrations urémiques 

maximales retrouvées chez les patients en IRC terminale. 

 

https://www.inserm.fr/dossier/insuffisance-renale/
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Le tableau 2 classifie quelques-unes des toxines urémiques les plus représentatives pour chaque 

catégorie physico-chimique avec leur concentration et leur poids moléculaire : 

Classification Principales toxines 

urémiques 

Cn Cu Cmax PM 

(kDa) 

Référence 

Petites 

molécules  

Urée (g/L) 

Créatinine (mg/L) 

<0,4 

<12 

2,3 ± 1,1 

136 ± 46 

4,6 

240 

60 

113 

[12], [13] 

Toxines liées 

aux protéines 

Indoxyl sulfate (mg/L) 

P-cresyl sulfate (mg/L) 

0,6 ± 5,4 

0,6 ± 1 

53 ± 91,5 

20,1±10,5 

236 

40,7 

251 

108 

[14], [15] 

Moyennes 

molécules  

Β-2 microglobuline 

(mg/L) 

<2 55 ± 7,9 100 11818 [16], [17] 

Tableau 2. Classification physico-chimique des toxines urémiques par le groupe EuTox. 

Abréviation : Cn, concentration normale ; Cu, concentration urémique ; Cmax, concentration 

urémique maximale ; PM, poids moléculaires. 

 

Par rapport aux petites molécules hydrosolubles dont l’urée, qui sont facilement éliminées au 

cours d'une dialyse standard, les molécules moyennes sont filtrées par des membranes de 

dialyseur dont les pores sont plus grands [18], [19]. Néanmoins, les molécules liées aux 

protéines sont très difficiles à éliminer en raison de leur forte liaison protidique avec l’albumine, 

freinant ainsi leur élimination [20], [21]. Parmi les toxines liées aux protéines, l’indoxyl sulfate 

(IS) et le P-cresyl sulfate (PCS) sont les toxines les plus étudiées et les plus représentatives car 

elles sont mal éliminées par la dialyse conventionnelle [22]–[26].   

 

Figure 1. Schéma récapitulatif de la synthèse du PCS et de l'IS [27] 
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L’IS est un métabolite du microbiote bactérien dérivé du tryptophane (Figure 1) [28].  En effet, 

l'indole est produit par la dégradation bactérienne du tryptophane qui est conjugué par le foie et 

converti en IS. Le PCS est généré par le métabolisme de la tyrosine et de la phénylalanine par 

la flore intestinale et sulfaté dans le foie [28], [29]. L'IS et le PCS sont toutes deux de petites 

molécules, qui se lient aux protéines plasmatiques à hauteur de 90 % (par exemple, l'albumine 

[30]). Il est important de noter que la plupart des articles scientifiques ont étudié l'IS et le PCS 

simultanément. En effet, l’IS est étroitement associée au PCS et son augmentation est corrélée 

au déclin de la fonction rénale chez les patients atteints d'IRC [31]. 

 

1.4. Les complications liées à l’IRC 

 

Les complications liées à l’IRC proviennent de la variété des fonctions exercées par les reins. 

Ces derniers ont trois types de fonctions : (1) filtration du sang pour éliminer les toxines, (2) 

l’homéostasie et (3) la fonction endocrinienne avec la production d’EPO indispensable à la 

fabrication des globules rouges (GR). 

Les deux principales causes de l’IRC sont l’hypertension artérielle et le diabète. En général, les 

principaux facteurs de risques de l’IRC sont : l’hypertension, le diabète, l’obésité, les 

antécédents familiaux d'IRC, les maladies cardiovasculaires (MCV) et l’âge avancé [32]–[34]. 

Au fur et à mesure que la maladie progresse, diverses fonctions corporelles peuvent être altérées 

et provoquer des complications plus ou moins importantes de l’IRC. Parmi les plus courantes, 

on peut citer : l'anémie, les MCV, les troubles du métabolisme minéral et osseux dont 

l'ostéoporose et la calcification vasculaire, l'hyperkaliémie et l'accumulation de liquide [35]. 

Dans certains cas, les complications peuvent être la conséquence d'une stratégie de traitement 

d'un facteur de risque. C'est le cas du développement d'une hyperkaliémie qui est fréquente chez 

les patients atteints de maladies cardiaques et rénales. En raison de l'utilisation croissante de 

médicaments qui antagonisent le système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), 

l'hyperkaliémie est fréquemment rencontrée chez les patients atteints de MCV établies [36]. 

Dans cette thèse, nous nous concentrons principalement sur l'anémie associée à l'IRC car la 

majorité des patients atteints d'IRC terminale souffre d'anémie [37]–[39]. Dans un rapport de 

l’HAS de 2013, la prévalence et la gravité de l’anémie augmentent, surtout dans les stades les 

plus avancés de l’IRC. L'anémie est définie par l'Organisation mondiale de la santé (OMS) par 

une concentration d'hémoglobine (Hb) inférieure à 13 g/dL chez les hommes et inférieure à 12 
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g/dL chez les femmes. Selon l’OMS, la prévalence de l’anémie ne cesse d’augmenter avec 

l’âge ; de 8 % entre 65 et 74 ans et de 23 % après 85 ans. 

En effet, l'accumulation de toxines urémiques altère la synthèse rénale de l'EPO, compromettant 

ainsi la croissance et la différenciation des GR dans la moelle osseuse (MO) entrainant ainsi 

une anémie associée à l'IRC. Ceci expose les patients à un risque élevé de MCV qui sont la 

principale cause de décès chez ces patients [40], [41]. Parmi ces MCV, on retrouve le 

développement d'une insuffisance cardiaque et d'une hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) 

qui sont fréquemment associées à l'anémie liée à l'IRC [42]. 

La forme la plus courante d'anémie observée dans l'IRC est typiquement normocytaire, 

normochrome et hypoproliférative. En effet, l'anémie dans l'IRC est multifactorielle et peut 

provenir de la carence en EPO et/ou de la carence en fer qui sont les principales causes de 

l'anémie [43]. En conséquence, l'anémie chez les patients atteints d'IRC semble contribuer à 

une progression de la détérioration de la fonction rénale et à une morbidité associée aux MCV 

[44]. Ainsi, connaître l'érythropoïèse et sa relation avec l'EPO et le fer, permet de comprendre 

en partie les processus physiopathologiques de l'anémie consécutive à l'IRC. 

Dans la section qui suit, nous discuterons des connaissances actuelles des effets de l’IS sur les 

mécanismes moléculaires sous-jacents à l'anémie dans l'IRC. 

 

1.5. Effet de l’IS sur l’anémie liée à l’IRC 

 

De nombreux effets de l’IS sur l'anémie rénale sont liés à une altération de la synthèse de l'EPO 

rénale due à une baisse de la transcription du gène de l'EPO dépendante du facteur induit par 

l'hypoxie (HIF) [23]. Le facteur HIF est activé afin de stimuler la production d'EPO en réponse 

à une diminution de l'apport en oxygène et sera décrit plus en détail dans la section « Régulation 

de HIF dans la maladie rénale ». Bien que l'anémie rénale soit principalement due à une 

déficience d'EPO, plusieurs autres facteurs, tels que la carence en fer, peuvent aggraver 

l'érythropoïèse chez les patients rénaux.  

De plus, l’IS contribue au « suicide » des érythrocytes, connu sous le nom d'éryptose, 

caractérisé par un rétrécissement cellulaire des érythrocytes dû à l'entrée de Ca2+ extracellulaire 

[45]. 
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Un autre mécanisme possible pour expliquer l'anémie induite par l'IS est la suppression de la 

voie du récepteur de l'EPO (EPO-R)-AKT (voie de transduction du signal intracellulaire qui 

favorise la survie et la croissance en réponse à des signaux extracellulaires) [46]. L'IS semblerait 

supprimer la phosphorylation de l'EPO-R induite par l'EPO dans les cellules endothéliales de 

la veine ombilicale humaine (HUVECs). La même étude met l'accent sur un autre mécanisme 

par lequel l'EPO induit la production de thrombospondine-1 (TSP-1), un facteur de stimulation 

érythroïde. La TSP-1 est connue pour stimuler la prolifération des érythroblastes sous l'effet de 

l'EPO [47], [48]. Ceci est intéressant car il a été décrit que l'IS diminue l'expression de TSP-1 

induite par l'EPO dans les HUVECs en supprimant la phosphorylation de l'AKT [46]. 

Asai et al. ont décrit un mécanisme moléculaire qui pourrait également participer à la 

progression de l'anémie rénale. Cet article montre que l’IS active le récepteur aryl hydrocarbon 

(AhR) qui joue un rôle important dans l'activation de HIF dans les cellules du carcinome 

hépatocytaire humain HepG2. En effet, lorsque l'AhR est inactivé par un antagoniste 

pharmacologique de l’AhR ou un AhR-siRNA, HIF n’est pas activé par l’IS [49].  

L'IS pourrait également augmenter l'exposition à la phosphatidylsérine (PS) et la libération de 

microparticules des GR en raison de l'augmentation du Ca2+ cytosolique [50]. La PS est un 

composant de la membrane cellulaire qui se trouve préférentiellement dans le feuillet interne et 

qui externalisée dans la membrane externe en combinaison avec la libération de microparticules 

pendant l'apoptose. Ce processus permet une détection précoce des cellules apoptotiques [51]. 

Dans la même étude, les auteurs démontrent que l'activité procoagulante est due à l'exposition 

à la PS et à la libération de microparticules qui pourraient expliquer les événements 

cardiovasculaires dans l'IRC [50]. 

Une autre publication a démontré que la concentration sérique en EPO est négativement 

corrélée à la concentration sérique de l'IS chez les patients souffrant d'IRC [52]. Dans la même 

étude, en utilisant des modèles animaux, le rôle inhibiteur de l'IS dans l'expression de l'EPO a 

été indirectement confirmé. En effet, des rats IRC traités par de l'AST-120, un adsorbant 

intestinal de l’IS administré par voie orale, ont montré une diminution des concentrations 

sériques d'IS ainsi qu’une augmentation de l'expression de l'EPO. En revanche, une étude 

observationnelle multicentrique incluant plus de patients n'a pas montré de lien entre IS et les 

paramètres d’anémie (par exemple,  le taux d’hémoglobine) [53]. On peut conclure qu’une 

étude portant sur une plus grande cohorte de patients souffrant d'IRC sera nécessaire à l'avenir 

pour déterminer quel rôle exact les toxines urémiques jouent dans l'anémie rénale. 



Introduction 

21 
 

Une étude de 2018, comparant des témoins sains et des patients hémodialysés (HD), a examiné 

le mécanisme par lequel l'IS induit un stress oxydatif et une éryptose dans les GR [54]. Dans 

cet article, Dias et al. suggèrent que l'IS augmente la génération d'espèces réactives de l'oxygène 

(ROS) et induit l'éryptose chez les témoins sains. Ces résultats suggèrent que l'IS joue bien un 

rôle important dans le développement de l'anémie rénale. 

En dehors de l'IS, certaines autres toxines urémiques liées aux protéines ont été décrites comme 

jouant un rôle dans le processus d'anémie rénale par des mécanismes indépendants de la 

production d'EPO. Chez les patients atteints d'IRC terminale, les polyamines réduiraient la 

prolifération et la maturation des Colony Forming Unit-Erythroid (CFU-E) en agissant comme 

des inhibiteurs de l'érythropoïèse [55]. Certaines études sur les polyamines confirment 

l'hypothèse selon laquelle les polyamines sont intimement impliquées dans le développement 

et la progression de la pathogenèse de l'anémie dans l'IRT [55]–[57]. Par exemple, l'acroléine 

stimule la formation de céramides qui, à leur tour, induisent l'éryptose déclenchée par 

l’augmentation du Ca2+ cytosolique [58].  

Toutes ces études suggèrent un rôle important, non seulement de l'IS mais aussi d'autres toxines 

urémiques, dans le développement de l'anémie rénale. D'autres études devront cependant être 

entreprises pour comprendre un éventuel mécanisme cumulatif de ces toxines. 

Un article publié en 1983 suggère un mécanisme potentiel des sérums urémiques sur l'inhibition 

de l'érythropoïèse [59]. Cette étude a montré un effet inhibiteur du sérum urémique de patients 

en IRC sur la prolifération in vitro des cellules progénitrices hématopoïétiques (CPH). 

Cependant, à ce jour, les effets toxiques et inhibiteurs des toxines urémiques sur l'érythropoïèse 

ne sont pas totalement compris.  

Des travaux publiés en 2022 ont montré les effets de l’IS sur l'érythropoïèse in vitro. Des 

Cellules Souches Hématopoïétiques (CSH) CD34+, isolées à partir de sang de cordon ombilical 

humain, ont été différenciées vers la lignée érythrocytaire et ont été incubées à différentes 

concentrations d'IS [60]. Cet article a confirmé un des effets de l’IS au cours de l’érythropoïèse 

que l’on retrouve également dans notre étude à savoir l’effet apoptotique et antiprolifératif. 

Duangchan et al. ont également démontré que l’IS induit une sénescence des cellules au cours 

de la différenciation érythropoïétique. Les auteurs suggèrent que l’apoptose et la sénescence 

des cellules érythroïdes pourraient être l’un des mécanismes possibles de l'anémie chez les 

patients atteints d'IRC. 
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1.6. Modèles animaux  

 

Afin d'étudier la pathogenèse des maladies rénales, de nombreux modèles animaux ont été 

développés, notamment des modèles spontanés, génétiques et induits [61]. Le tableau 3 ci-

dessous montre quelques exemples de modèles d’IRC de souris : 

  

Modèle Etiologie Translation en maladie 

chez l’homme 

Références 

MRL/lpr NZB/W 

nephritis 

Spontanée Partielle [62] 

Vieillissement Spontanée Bonne [63] 

5/6 Nx Chirurgicale Excellente [64] 

HIVAN Génétique Bonne [65] 

Tableau 3. Modèles de souris en IRC [61] 

Abréviation : 5/6 Nx, 5/6 néphrectomie ; HIVAN, néphropathie associée au virus de 

l'immunodéficience humaine. 

 

Dans cette section nous allons nous intéresser aux modèles de souris induits. Cependant, ces 

modèles ne reflètent pas exactement les maladies humaines, et la plupart d'entre eux dépendent 

de la souche, du sexe ou de l'âge. La souche de souris C57BL/6, par exemple, ne possède qu'un 

seul gène de la rénine et présente une activité réduite du SRAA par rapport aux souris possédant 

deux gènes de la rénine [66], [67]. De plus, la sensibilité des reins diffère selon le sexe. Les 

souris femelles semblent être moins sensibles aux lésions rénales ischémiques et à la 

néphropathie diabétique et sont moins sujettes à la protéinurie comparées aux souris mâles 

[68]–[70]. 

Ces modèles animaux de l'IRC permettent de comprendre les mécanismes moléculaires 

spécifiques de la maladie, d'étudier la pathogenèse moléculaire et d'évaluer les nouvelles 

thérapies potentielles. Nous passerons en revue quelques modèles de maladies rénales 
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chroniques induits chez les souris que l’on va classer en deux catégories : les modèles 

chirurgicaux et les modèles non chirurgicaux. 

 

 

1.6.1. Modèles non chirurgicaux : 

 

1.6.1.1. Cisplatine : 

 

Le cisplatine est un médicament anticancéreux à base de platine ayant comme effet secondaire 

la néphrotoxicité. Ce dernier s'accumule dans les tubules rénaux où il exerce une toxicité directe 

sur les cellules épithéliales tubulaires, entraînant une inflammation locale, une fibrose 

interstitielle et altérant le flux sanguin rénal [71]. 

L'injection intrapéritonéale (i.p.) de deux doses de cisplatine (15 mg/kg) chez des souris 

C57BL/6J à un intervalle de 2 semaines entraîne une IRC [72]. Le DFG est significativement 

réduit 2 semaines après la seconde injection et reste diminué pendant 7 semaines d'observation. 

La créatinine plasmatique est également élevée par rapport aux souris contrôle à 7 semaines et 

jusqu'à 23 semaines après la deuxième injection de cisplatine. Les reins diminuent de volume 

et montrent une prolifération des myofibroblastes, une augmentation de l'apoptose et une perte 

de la masse interglomérulaire [72]. 

 

1.6.1.2. Adénine : 

 

Jia et al. ont élaboré un protocole pour induire la maladie rénale avec une alimentation 

supplémentée en adénine chez la souris [73]. Pour contourner le problème des souris qui évitent 

de manger de l'adénine, le composé a été mélangé à un régime alimentaire contenant de la 

caséine qui en atténue l'odeur et le goût. L'ajout de 0,2% d'adénine à la nourriture pendant 6 

semaines entraîne une IRC chez les souris C57BL/6, avec une augmentation des taux d'urée, de 

créatinine, de phosphate et de parathormone dans le sérum [74]. L'histologie montre une atteinte 

tubulo-interstitielle avec infiltration de cellules inflammatoires, fibrose interstitielle et perte de 
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cellules épithéliales tubulaires. Dans certaines études publiées, mais pas toutes, une protéinurie 

a également été observée chez les souris C57BL/6 après un traitement à l'adénine [73], [75]. 

Ali et al. ont testé différents dosages d'adénine pour déterminer leur capacité à induire une IRC 

chez les souris [75]. Une supplémentation de 0,3% d'adénine a été létale pour tous les animaux 

en 3-4 jours, alors que 0,2% d'adénine dans la nourriture a conduit à une IRC stable sans 

mortalité au cours des 4 premières semaines. Mori-Kawabe et al. ont récemment rapporté qu'il 

n'y avait pas d'altération de la créatinine sérique ou de l'azote uréique sanguin après l'ajout 

d'adénine à 0,125% dans la nourriture pendant 4 semaines [76]. Par conséquent, la concentration 

idéale d'adénine dans l'alimentation pour induire une IRC devrait se situer entre 0,2 et 0,25%. 

 

1.6.2. Modèles chirurgicaux : 

 

1.6.2.1. Néphrectomie subtotale : 

 

La néphrectomie subtotale ou partielle (5/6 Nx) combine une néphrectomie unilatérale et une 

ligature des branches polaires (les pôles supérieur et inférieur) du rein restant. Cette procédure 

a été développée à l'origine pour être utilisée chez le rat car l'intervention chirurgicale présente 

des taux plus élevés de complications et de pertes d'animaux chez la souris. Quatre semaines 

après la chirurgie, les souris 5/6 Nx ont développé une fibrose cardiaque, une anémie et une 

insuffisance rénale [64]. Elles présentent également des taux élevés de créatinine et d'azote 

uréique sanguin [77]. 

La résistance des souris C57BL/6 au développement de l'hypertension, de la protéinurie et de 

la glomérulosclérose, due à l’activité réduite du SRAA, peut être surmontée par l'administration 

chronique d'angiotensine-II [43]. Cela suggère que le degré d'activation du SRAA joue un rôle 

central dans la progression de l'IRC après une néphrectomie subtotale chez la souris. 

 

1.6.2.2. Obstruction unilatérale de l'uretère : 
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L'obstruction unilatérale de l’uretère (UUO) est un modèle classique chez la souris permettant 

d’étudier le processus de fibrose rénale tubulo-interstitielle et qui peut convenir à toutes les 

souches de souris, y compris les C57BL/6 [78]. Après une incision abdominale, un uretère est 

généralement ligaturé deux fois. L'UUO doit être réalisée sous anesthésie générale. Elle 

entraîne une hydronéphrose (accumulation excessive d'urine dans les reins), des lésions 

tubulaires, une mort cellulaire, une infiltration interstitielle de macrophages et une fibrose 

interstitielle avec prolifération de fibroblastes et de myofibroblastes. Un inconvénient de ce 

modèle de souris est le manque de possibilités d'estimer la fonction rénale à partir de la 

créatinine sérique ou de l'azote uréique sanguin, en raison des changements compensatoires du 

rein non obstrué. 

Cochrane et al. ont montré que le rein obstrué est capable de se régénérer après inversion de 

l'UUO [79]. Chez des souris C57BL/6, un uretère a été obstrué pendant 10 jours, puis 

l'obstruction a été retirée. La fibrose a régressé après la désobstruction et les zones de tubules 

réparés ont augmenté. En revanche, Tapmeier et al. n'ont trouvé aucune différence en termes 

de fibrose et d'expansion interstitielle entre les reins 10 jours après UUO et les reins prélevés 

10 semaines après réimplantation de l'uretère obstrué initial [80]. Puri et al. ont développé un 

modèle murin d'IRC basé sur une obstruction transitoire du rein droit et une obstruction du rein 

gauche après récupération partielle du rein droit désobstrué [81]. 

Les principaux modèles animaux de maladies rénales présentés ci-dessus constituent des outils 

puissants pour étudier les mécanismes des lésions rénales et les approches thérapeutiques 

potentielles pour refléter les maladies humaines. Par ailleurs, il est important de bien choisir le 

modèle de maladie rénale, l'espèce, la souche, le sexe et l'âge, ainsi que les paramètres d'étude 

appropriés en fonction de l’objectif de l’étude. 
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2. L’érythropoïèse  

 

Les MRC provoquent un dysfonctionnement des cellules productrices de l'EPO dans les reins, 

entraînant une diminution de la production des GR [44]. Par ailleurs, il est nécessaire de 

comprendre les mécanismes de différenciation qui conduisent à la formation des GR à partir de 

CSH.  

 

2.1. Définition  

 

L'érythropoïèse est un processus en plusieurs étapes au cours duquel des GR matures sont 

générés à partir de CSH dans la MO. Elle permet la production de 200 milliards de GR matures 

par jour qui ont une durée de vie moyenne de 120 jours [82]. Le rôle principal des GR est de 

transporter l’oxygène des poumons vers tous les tissus de l’organisme grâce à la présence de 

molécules d’Hb. En cas d’anémie, une diminution anormale de la concentration d'Hb dans le 

sang est observée. 

 

2.2. La CSH 

 

L’érythropoïèse est un processus hautement régulé dans lequel les CSH prolifèrent et se 

différencient successivement en Burst-forming unit-erythroid (BFU-E), CFU-E, 

proérythroblastes (Pro-EB), érythroblastes (EB), réticulocytes (Retic) et GR matures (ou 

érythrocytes) dans la circulation durant la période de 21 jours (Figure 2). 

 

Figure 2. Les différents stades d’érythropoïèse [83]. 
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Abréviation : CSH, cellule souche hématopoïétique ; BFU-E, burst-forming unit-erythroid ; 

CFU-E, colony-forming unit-erythroid ; Pro-EB, proérythroblastes ; EB, érythroblastes ; 

Retic, réticulocytes ; RBC, GR mature ; EPO, érythropoïétine. 

 

Deux phases conduisent à la maturation des GR, la première étant l’érythropoïèse précoce 

suivie de l’érythropoïèse tardive. L’érythropoïèse précoce dure en moyenne 10 jours au cours 

desquels les CSH multipotentes présentes au sein de la MO sont amplifiées et différenciées 

pour produire des progéniteurs. 

La cellule BFU-E est le premier type de progéniteur érythroïde engagé qui porte son nom du 

fait des colonies multicentriques qui le caractérise (burst = éclatement) en milieu semi-solide. 

Ces colonies ainsi formées peuvent regrouper jusqu'à des milliers de cellules hémoglobinisées 

[84].  Dans la MO, les cellules BFU-E sont produites à une fréquence de 40 à 120 pour 105 

cellules [82]. Ainsi, leurs croissances dépendent d’un certain nombre de cytokines, dont les plus 

importantes ; le stem cell factor (SCF), la thrombopoïétine (TPO), l'interleukine 3 (IL3), l'IL11 

et le FLT3-ligand [82].  

Les CFU-E forment de petites colonies de 16 à 125 cellules et apparaissent après 5 à 8 jours 

chez l’homme et 2 à 3 jours chez la souris dans une culture en méthylcellulose. Ces dernières 

sont 5 à 8 fois plus abondantes que les BFU-E dans la MO et leur croissance est extrêmement 

sensible à l’EPO [82]. 

A partir du 10ème jour de culture débute l’érythropoïèse tardive durant laquelle les Pro-EB se 

différencient successivement en érythroblastes avant d’énucléer pour atteindre le stade des 

réticulocytes. Le développement des Pro-EB aux réticulocytes implique quatre à cinq divisions 

cellulaires rapides, entraînant une réduction progressive de la taille des cellules [82]. En fin de 

différenciation, les réticulocytes rétrécissent et acquièrent une forme biconcave devenant ainsi 

des érythrocytes matures aussi appelés GR matures. Leurs petites tailles et leurs formes 

biconcaves créent une grande surface pour les échanges gazeux et permettent aux cellules de 

pénétrer dans les microcapillaires des tissus. 
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2.3. Expression des marqueurs de la différenciation érythroïde  

 

Au cours de cette différenciation, les cellules subissent des changements morphologiques qui 

s’accompagnent de modifications des taux d’expression de divers marqueurs membranaires 

observables par Cytométrie en Flux (CMF).  

Chez l’homme, on retrouve ces différents marqueurs exprimés à différents stades de 

différenciation : le CD123 (ou récepteur à l’IL3, IL3-R), CD34, CD36, CD71 et CD235a 

(Figure 3A). Le CD123 est exprimé dans les CSH [85]. Quant au CD34, il est exprimé dans les 

CSH et le stade BFU-E dans la MO. Des kits MicroBead spécifiques du CD34 existent 

aujourd’hui pour sélectionner la fraction positive des cellules souches et progénitrices CD34+ à 

partir de sang périphérique, de la MO ou de sang de cordon ombilical. Le CD36, le récepteur à 

la TSP-1, est exprimé à partir du stade de différenciation CFU-E et disparaît après le stade EB 

[86]. De même, le récepteur de la transferrine, le CD71, est exprimé de façon transitoire à partir 

du stade CFU-E jusqu'au stade EB.  Ainsi, les progéniteurs BFU-E et CFU-E sont généralement 

caractérisés par les phénotypes CD45+/CD235a-/IL3-/CD34+/CD36-/CD71low et 

CD45+/CD235a-/IL3-/CD34-/CD36+ /CD71high, respectivement [87]. 

À partir du stade Pro-EB, la Glycophorine A (GPA ou CD235a) commence à être exprimée, et 

atteint son niveau d’expression maximal au stade terminal de maturation érythrocytaire. La 

maturation érythroblastique peut également être suivi par un couplage de plusieurs marqueurs. 

L'association du CD71 et de la GPA permet de visualiser la progression des Pro-EB 

(CD71+/GPAlow) en EB (CD71+/GPAmed) [88]. En plus des marqueurs de différenciation, il est 

possible de suivre les différents stades de l’érythropoïèse en s’intéressant à l'expression des 

différents facteurs de transcription (exemple : le facteur de transcription GATA 1 discuté plus 

tard dans la section « Régulation transcriptionnelle de l’érythropoïèse par GATA-1). 

Chez la souris, on retrouve ces principaux marqueurs de différenciation ; le CD45, le c-kit 

(CD117), le CD71 et le TER-119 qui sont exprimés à différents stades de l'érythropoïèse [89] 

(Figure 3B). Le CD45 est exprimé dans les CSH jusqu’au stade BFU-E. Quant au marqueur 

CD117, il est exprimé à partir des CSH jusqu’au stade Pro-E dans la MO [90]. On peut utiliser 

des kits MicroBead spécifique du CD117 pour sélectionner la fraction positive à partir de 

cellules souches de la MO de souris, l’équivalent du CD34 chez l’humain. Le CD71 est exprimé 

à partir du stade de différenciation CFU-E et disparaît après le stade réticulocyte [91]. Enfin, à 
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partir du stade Pro-EB, le marqueur TER-119, l’équivalent de la GPA chez l’homme, 

commence à être exprimé et atteint son niveau d’expression maximal au stade érythrocyte [91].  

 

 

Figure 3. Les différents marqueurs de la différenciation érythroïde retrouvés chez 

l’humain (A) et chez la souris (B). 
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2.4. Voies de signalisations de l’érythropoïèse  

 

L'EPO est l'hormone clé qui régule l'érythropoïèse. Elle est majoritairement produite dans les 

reins (à 80 %) par les cellules fibroblastiques péritubulaires mais aussi par le foie (à 20 %).  

Dans la MO, les cellules érythroïdes exprimant l'EPO-R se trouvent principalement à des stades 

précoces exprimés dès le stade BFU-E. De plus, l'EPO agit en synergie avec d'autres cytokines 

(par exemple, le SCF) dans la MO pour induire la maturation et la prolifération depuis le stade 

CFU-E, au stade Pro-E (tous deux dépendants de l'EPO) et jusqu'au stade EB de l'érythropoïèse 

[86], [92]. L'EPO se lie à son récepteur et génère des signaux intracellulaires pour empêcher 

l’apoptose des cellules CFU-E tardives et favoriser leur survie et leur prolifération [86] [93]. 

L'interaction entre l'EPO et l’EPO-R est le principal déclencheur de la régulation de 

l'érythropoïèse. En se liant à l'EPO, l’EPO-R s'homodimérise à la surface de la cellule et la 

cascade de transduction du signal est initiée (Figure 4) [94], [95]. Une signalisation 

intracellulaire se produit par l'induction de la phosphorylation de la tyrosine de la kinase JAK2, 

qui va à son tour recruter d'autres protéines impliquées dans des voies de signalisation [96]. 

 

Figure 4. Les principales voies stimulées lorsque l'EPO-R est activé dans les CPH [97] 
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Trois principales voies de signalisation sont activées par l’EPO lors de l’érythropoïèse : la voie 

STAT5, la voie PI3-Kinase/AKT et la voie MAPKinase/ERK. Les voies de signalisations 

impliquées dans l’érythropoïèse peuvent être activées par plusieurs facteurs de croissance, à 

l’exception de la voie STAT5 qui est spécifique de l’activation de l’EPO-R. L’EPO présente 

un profil d’activation plutôt STAT5 dépendant, tandis que le SCF présente plutôt une 

signalisation ERK-dépendante [98]. 

 

2.4.1. La voie STAT5 : 

 

Lorsque l'EPO se lie à son récepteur EPO-R situé sur les progéniteurs érythroïdes, le récepteur 

subit un changement de conformation. Ce processus déclenche la transphosphorylation de 

JAK2 ainsi que son activation [99]. À son tour, JAK2 phosphoryle des résidus de tyrosine situés 

sur le domaine cytoplasmique de l'EPO-R qui permettra ensuite la phosphorylation activatrice 

de STAT5. 

STAT5 existe sous deux isoformes STAT5a et STAT5b. Leur activation par phosphorylation 

induit la formation d’homo ou d’hétérodimères STAT5a/b puis leur translocation nucléaire. La 

voie de signalisation JAK2/STAT5 est impliquée dans la régulation de l’expression des gènes 

impliqués dans l’apoptose, qui favorise la survie et la prolifération cellulaire durant 

l’érythropoïèse. STAT5 joue un rôle de facteur de transcription avec comme cibles 

transcriptionnelles directes : Bcl-xL, Pim-1, c-myc, l’oncostatin M, les cyclines-D, et la famille 

des suppressor of cytokine signaling (SOCS). Parmi ces cibles, la protéine anti-apoptotique Bcl-

xL joue un rôle primordial dans la survie des progéniteurs érythroïdes [100]. Par exemple, à 

partir du stade BFU-E, une augmentation importante de l’expression de Bcl-xL est observée 

dans les cellules de l’érythropoïèse [101]. De plus, Bcl-xL est également impliquée dans la 

synthèse de l’hème qui est un composant essentiel de l’Hb [102]. Outre la régulation de Bcl-xL 

par STAT5, le facteur de transcription GATA-1 impliqué dans la survie et la différenciation 

érythroïde peut également réguler Bcl-xL [103]. Cependant, l’axe STAT5/ Bcl-xL semble être 

indispensable au bon déroulement de l’érythropoïèse. En effet, chez des embryons de souris 

Stat5−/−, une anémie microcytaire est observée due à une apoptose massive des précurseurs 

érythroïdes du fait d’une diminution des taux de protéines anti-apoptotiques BcL-xL [104].  
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2.4.2. La voie PI3K/AKT : 

 

La voie PI3K/AKT est activée par l’EPO, le SCF, l’IL-3 et l’IL-6 durant l’érythropoïèse afin 

de réguler la survie et la prolifération des progéniteurs érythroïdes [105]. La protéine PI3K est 

formée par deux sous-unités : la sous-unité régulatrice P85 et la sous-unité catalytique P110.  

La fixation de l’EPO à l’EPO-R, ou du SCF à son récepteur, entraîne l’activation de la PI3K 

par phosphorylation. Cette activation induit la production du 3’ phospho-inositol (PiP3), qui va 

se fixer sur AKT et l’activer. La voie PI3K/AKT agit à la fois en protégeant les précurseurs 

érythroïdes de l’apoptose et en stimulant la prolifération des précurseurs érythroïdes, en réponse 

à une stimulation par l’EPO [106] [105]. Une étude a démontré chez la souris que la délétion 

de la sous-unité p85 de la PI3K conduit à une anémie avec une diminution de la prolifération 

des précurseurs érythroïdes [107].  

Une autre étude a montré que l’EPO modifie les niveaux d’expression des gènes régulés par 

PI3K, tels que la GPA et le récepteur du SCF  [108]. Cette voie de signalisation joue un rôle 

dans la régulation post-traductionnelle de GATA-1, facteur majeur de différenciation 

érythroïde. En effet, lorsqu’il est activé par l’EPO, AKT phosphoryle GATA-1 au niveau de la 

sérine 310. Ainsi, GATA-1 phosphorylé est transloqué vers le noyau, où il agit comme facteur 

de transcription activant l’expression de gènes codants pour la différenciation érythroïde par 

exemple, les gènes de l’Hb, de l’EPO-R, de la GPA et pour la viabilité cellulaire avec Bcl-xL 

[109]–[111]. 

 

2.4.3. La voie MAPKinase/ERK : 

 

La voie de signalisation MAPKinase/ERK est impliquée dans la prolifération, la différenciation 

et la survie des cellules. Cette voie peut être activée par plusieurs mécanismes différents et 

potentiellement liés, impliquant l’activation de Ras. Parmi les isoformes de Ras, seul K-Ras est 

essentiel pour l’érythropoïèse et son invalidation est létale chez la souris in utero  [112]. En 

effet, les embryons présentaient une anémie et une diminution des cellules progénitrices dans 

le foie fœtal [113]. Une fois activé, Ras induit une cascade de signalisation qui conduit, entre 

autres, à l’activation de la voie ERK1/2. Les sous-familles ERK1 et ERK2, aussi appelées p44 

et p42 MAP kinases, sont des kinases activées par phosphorylation en aval de Ras [114]. Une 
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fois activées, elles peuvent phosphoryler de nombreuses cibles protéiques non seulement au 

niveau membranaire et du cytosquelette, mais également au niveau nucléaire. La voie ERK1/2 

est activée séparément mais aussi en synergie par l’EPO et par le SCF dans les érythroblastes 

humains [115]. Cette voie est impliquée dans la prolifération des CPH immatures au détriment 

de leur différenciation terminale [116]. 

 

2.5. Régulation transcriptionnelle de l’érythropoïèse par GATA-1 

 

GATA-1 est un facteur de transcription essentiel dans la survie et la différenciation érythroïde 

[117]–[119]. Il agit sur l’activation de l’expression de gènes spécifiques de l’érythropoïèse telle 

que les globines, les enzymes de synthèse de l’hème et les protéines membranaires comme 

l’EPO-R et la GPA dans les phases tardives de l'érythropoïèse [120]–[124].  

GATA-1 est connu pour être une cible des caspases au cours de la différenciation érythroïde 

(Figure 5). En effet, la présence d’EPO protège GATA-1 du clivage par la caspase-3 grâce à 

son interaction avec la Heat shock protein 70 (HSP70) permettant ainsi la différenciation 

érythroïde terminale. Cependant, l’absence d’EPO délocalise HSP70 du noyau et GATA-1 n’est 

plus protégée. Cette dernière va être clivée par les caspases, ce qui va conduire à un arrêt de 

différenciation et à l’apoptose des EB [118].  

 

Figure 5. Le rôle de Hsp 70 au cours de l'érythropoïèse [125] 
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L’importance de GATA-1 dans l’érythropoïèse a été démontrée dans plusieurs études. Par 

exemple, des cellules souches embryonnaires GATA-1 -/- présentent une érythropoïèse 

inefficace [126]. D’autre part, des souris mâles invalidées pour le gène de GATA-1 meurent in 

utero d’anémie sévère due à un arrêt de maturation au stade Pro-EB [127]–[129]. Il a également 

été démontré que GATA-1 inhibe la progression du cycle cellulaire au niveau de la phase G1/S 

pour permettre la différenciation terminale [130]. Outre GATA-1, GATA-2 est également 

nécessaire durant l’érythropoïèse précoce [131]. Il a été démontré que la transition de GATA-

2 vers GATA-1 contribue à la différenciation érythroïde (Figure 6) [111]. 

 

 

Figure 6. Profil d'expression de GATA-1 et GATA-2 au cours de l'érythropoïèse [110] 

 

GATA-1 est également impliqué dans la régulation de l’érythropoïèse à travers de nombreuses 

interactions protéiques avec d’autres facteurs de transcription impliqués dans l’érythropoïèse 

comme le Erythroid Krüppel-like factor (EKLF) ou, plus spécifiquement, le cofacteur Friend 

Of GATA-1 (FOG-1) [132]. 
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3. Physiopathologie de l’anémie liée à l’IRC 

 

Le facteur HIF est activé afin de stimuler la production d'EPO en réponse à une diminution de 

l'apport en oxygène [133]. Il est activé dans un contexte pathologique comme au cours d’une 

anémie. HIF est un hétérodimère avec une sous-unité alpha (HIF-α) et une sous-unité bêta 

exprimée de manière constitutive (HIF-β). Les deux isoformes de HIF-α (HIF-1α et HIF-2α) 

sont impliqués dans la réponse à l'hypoxie. De plus, il a été démontré que HIF-2α est l'isoforme 

le plus important dans la médiation de la réponse de l'anémie en tant que régulateur clé de 

l'érythropoïèse et du métabolisme du fer [134]–[139]. 

 

3.1. Régulation de HIF dans la maladie rénale 

 

L'expression de HIF-α est principalement régulée par la dégradation du protéasome [140], [141] 

(Figure 7). 

 

Figure 7. Régulation de HIF dans les cellules productrices d'EPO rénale [83]. 
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Abréviations : HIF, facteur inductible par l'hypoxie ; PHD, domaine prolyl hydroxylase ; 

VHL, complexe von Hippel-Lindau-E3-ubiquitine ligase ; Ub, ubiquitylation ; EPO, 

érythropoïétine ; AhR, récepteur d'aryl hydrocarbone ; IS, Indoxyl sulfate. 

 

En condition normoxique, HIF-α est hydroxylée par la protéine à domaine prolyl hydroxylase 

(PHD) [142]. HIF-1α hydroxylée est ensuite reconnue par le complexe Von Hippel-Lindau 

(VHL)-E3-ubiquitine ligase, puis polyubiquitinée et dégradée dans le protéasome.  

En revanche, en condition hypoxique, HIF-α échappe à l'hydroxylation médiée par PHD, 

s'accumule dans le noyau et se dimérise avec HIF-β [142]. Par conséquent, l'hétérodimère HIF 

se lie à l'élément de réponse à l'hypoxie (HRE) dans la région régulatrice des gènes cibles (par 

exemple, l'EPO) et favorise la transcription de ces gènes.  

Une étude de Bernhardt et al. suggère que les inhibiteurs de PHD (FG-2216) peuvent stabiliser 

les niveaux de HIF en empêchant l'hydroxylation. Cela favorise la dimérisation et stimule la 

production d'EPO endogène dans les reins des patients en HD [143]. Les inhibiteurs 

pharmacologiques de la PHD pourraient ainsi offrir une nouvelle approche pour le traitement 

de l'anémie chez les patients en IRC [144]. 

 

3.2. Altération de l'activation de HIF induite par l’IS 

 

Dans l'IRC, HIF-1α et HIF-2α sont tous deux activés, il est donc difficile de déterminer leurs 

effets individuels dans l'anémie [145]. Cependant, HIF-2α est connu comme un régulateur clé 

dans l'induction de la transcription de l'EPO et pourrait induire une anémie sévère lorsque son 

expression est inhibée [146] [147]. Comme l'a révélé l'étude de Chiang et al., la toxine urémique 

IS supprime l'expression de l'EPO de manière dépendante de HIF à la fois in vitro et in vivo 

[23]. Dans des conditions hypoxiques, l'IS est capable de modifier l'érythropoïèse en 

supprimant la transcription du gène de l'EPO via l'inhibition de l'activation du HIF. Ces relations 

entre HIF et IS ont été confirmées dans une étude dans laquelle l’IS inhibe l'induction 

hypoxique des gènes cibles de HIF-1α provoquant une déficience fonctionnelle du domaine de 

transactivation C-terminal de HIF-1α (CTAD) dans les cellules tubulaires proximales du rein 

humain (HK-2) [148]. En outre, comme nous l'avons vu précédemment, l'IS active le facteur de 

transcription AhR dans les HUVECs [149]. Dans un contexte d'IRC, l'IS active le récepteur 
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AhR qui, à son tour inhibe HIF, ce qui entraîne un blocage de la transcription de l'EPO [49]. 

Par ailleurs, l'activation du facteur AhR par l’IS joue un rôle indispensable dans l’inhibition de 

HIF et la production d'EPO dans les cellules HepG2 [49]. Cela pourrait être l'un des mécanismes 

moléculaires à l'origine de l'anémie rénale. 

 

3.3. Le rôle de l’EPO et du fer dans la régulation de l’érythropoïèse 

 

Un défaut dans l'érythropoïèse peut conduire à des maladies hématologiques [150]. L'EPO est 

l'hormone clé qui régule l'érythropoïèse. Ainsi, l'interaction entre l'EPO et son récepteur est le 

principal déclencheur de la régulation de l'érythropoïèse. Cette interaction génère des signaux 

intracellulaires pour empêcher les cellules CFU-E tardives d’entrer en apoptose comme nous 

l’avons décrit précédemment [86]. Au cours de ce processus, le facteur de transcription HIF-2α 

favorise l'érythropoïèse en régulant la synthèse de l'EPO et en augmentant l'absorption du fer 

[151]. La carence en EPO et en fer sont les principales causes de l'anémie, conséquence bien 

connue de l'IRC. 

Le fer est un minéral essentiel à la synthèse de l'Hb dans les érythroblastes en cours de 

maturation. Bien que les CFU-E et Pro-EB soient EPO-dépendant, le processus de 

différenciation des Pro-EB en GR est fortement dépendant du fer (Figure 2) [152]. 

L'érythropoïèse nécessite 25 à 30 mg de fer pour produire chaque jour près de 200 milliards de 

GR dans la MO. Ce fer est fourni principalement par le recyclage du fer dérivé de l'Hb des GR 

en sénescence. En effet, moins de <1-2 mg de fer par jour provient de l'absorption intestinale 

due à l’alimentation [153]. Une carence en fer peut être associée à l’éryptose [154].  

 

3.4. Régulation du fer par l’hepcidine  

 

La principale hormone qui régule les taux de fer est l'hepcidine, une hormone peptidique 

produite dans le foie [155]. La production d'hepcidine est à son tour modulée de façon 

homéostatique par les concentrations en fer et donc par la disponibilité du fer pour 

l'érythropoïèse [156]. Pendant l'érythropoïèse, la production d'hepcidine est supprimée, ce qui 

augmente la disponibilité du fer pour la synthèse de l'Hb [157]. Dans le sang des patients atteints 

d’IRC, les taux d'hepcidine sont élevés, en partie à cause d'une clairance rénale inadéquate 



Introduction 

38 
 

[158]. Par conséquent, une production anormalement élevée d'hepcidine peut également 

contribuer au développement de l'anémie dans l'IRC [159]. Trois modulateurs érythroïdes ont 

été identifiés dans l'expression de l'hepcidine dans l'érythropoïèse: l'érythroferrone (ERFE), le 

facteur de différenciation/croissance 15 (GDF15) et la protéine Twisted Gastrulation Homolog 

1 (TWSG1) [153]. Dans ce manuscrit, nous avons décidé de nous concentrer spécifiquement 

sur l'ERFE car elle est étroitement liée à l'EPO [160]. 

 

 

Figure 8. Vue d'ensemble de la régulation de l'érythropoïèse en condition urémique [83]. 

Abréviations : EPO, érythropoïétine ; ERFE, érythroferrone. 

 

Le régulateur de l'expression de l'hepcidine le plus récemment découvert est l’ERFE, un 

membre de la famille des protéines C1q liées au facteur de nécrose tumorale [161]. L’ERFE est 

produit à partir d’un gène sensible à l'EPO par les érythroblastes en réponse à l'EPO. Pendant 

l'érythropoïèse de stress, définie comme la production rapide de nouveaux érythrocytes, l’ERFE 

supprime l'expression de l'hepcidine pour répondre à une demande d’EPO accrue [162].  
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En condition d’hypoxie, on a une augmentation de la production d'EPO par le rein, ce qui 

entraine une augmentation de la production d'ERFE par les érythroblastes. À son tour, l’ERFE 

va diminuer l'hepcidine pour augmenter la biodisponibilité du fer [163].  

En condition urémique, l'accumulation des toxines urémiques dans les reins conduit à une 

diminution de la production d'EPO (Figure 8). Par conséquent, les érythroblastes sont moins 

produits et la production d'ERFE est également diminuée. L'ERFE est le régulateur de 

l'hepcidine donc une diminution de la production d'ERFE entraîne une augmentation de 

l'hepcidine. Cela conduit ainsi à une diminution de la disponibilité du fer. En conséquence, de 

nombreux érythroblastes subissent une apoptose avant d'avoir achevé leur différenciation, ce 

qui entraîne une érythropoïèse inefficace et une production moindre de GR. 

Dans l'étude de Kautz et al., l'injection d'EPO à des souris a entraîné une augmentation de 

l'expression en l'ARNm de l’ERFE par les précurseurs érythroïdes dans les organes 

érythropoïétiques (MO et rate) [161].  

Comme il a été démontré précédemment, l'accumulation d'IS supprime la production d'EPO en 

inhibant HIF [23]. Une étude récente a tenté de clarifier comment l'IS est impliqué dans le 

métabolisme du fer dans l'IRC [164]. Leurs expériences in vitro ont montré que l'IS augmente 

l'expression de l'hepcidine via les voies du récepteur AhR et celles médiées par le stress 

oxydatif. Par conséquent, l'IS semble être impliqué dans le métabolisme du fer en altérant 

l'utilisation de cet ion ce qui induit ainsi une érythropoïèse inefficace dans un contexte d’IRC. 

 

3.5. Stratégies thérapeutiques pour l’anémie rénale 

 

Les petites molécules hydrosolubles sont facilement éliminées par dialyse alors que d'autres 

composés nécessitent des stratégies d'élimination plus spécifiques [20]. En effet, les molécules 

de taille moyenne peuvent être mieux éliminées par des membranes de dialyse dont les pores 

sont plus larges, mais ce n'est pas le cas pour les composés liés aux protéines [20]. Par 

conséquent, à l'heure actuelle, le développement de nouvelles stratégies d'élimination et de 

procédures pharmacologiques innovantes sont nécessaires pour prévenir les complications liées 

à l'IRC. 

L'anémie associée à l'IRC peut être traitée efficacement par des agents stimulant l'érythropoïèse 

(ASE), à base d’EPO humaine recombinante (rhEPO) comme l'époétine alfa, ou par une 
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supplémentation en fer par voie intraveineuse [165], [166]. La plupart des patients atteints 

d'IRC qui répondent à l'administration des ASE voient leur anémie améliorée, ce qui améliore 

leur qualité de vie et maintient les concentrations d'Hb dans les valeurs recommandées [167], 

[168]. Paradoxalement, bien que l'anémie soit améliorée, certains patients semblent être 

résistants à ces traitements [169]. En effet, une augmentation des effets indésirables a été notée 

chez ces patients, tels que l'aggravation de l'hypertension, l'HVG, la progression de la maladie 

rénale et un taux de mortalité plus élevé [166], [170], [171]. En fait, environ 10 % des patients 

souffrant d'anémie due à une IRC ne répondent pas au traitement par les ASE [168]. Pour une 

meilleure réponse aux ASE chez les patients en HD à long terme, les directives de la Kidney 

Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) recommandent un taux de saturation en fer 

(ISAT) supérieur à 20 % et une ferritine sérique supérieure à 200 ng/ml [172]. Lorsque ces deux 

prédicteurs sont inférieurs aux valeurs recommandées, les ASE deviennent hypersensibles 

[173]. 

L'optimisation du traitement par les ASE peut nécessiter une supplémentation en fer pour traiter 

l'anémie chez les patients atteints d'IRC [174]. Des études menées chez des patients atteints 

d'IRC sous dialyse montrent que l'utilisation d'une supplémentation en fer peut réduire la dose 

des ASE nécessaires et les risques qui leur sont associés [175], [176]. En fait, un apport 

insuffisant en fer est souvent la cause de l'échec d'un traitement par les ASE [174]. On considère 

aujourd'hui que, pour un traitement efficace de l'anémie chez les patients atteints d'IRC, il est 

nécessaire de combiner le traitement par les ASE et l'administration de fer [177]. 

Néanmoins, certains patients atteints d'IRC ne répondent pas de manière adéquate aux doses 

recommandées des ASE ou de fer. Une nouvelle approche thérapeutique potentielle pour le 

traitement de l'anémie consiste à stimuler la sécrétion d’EPO endogène par la stabilisation de 

HIF en utilisant des inhibiteurs du domaine PHD actifs par voie orale [178], [179], [143], [180]. 

Parmi eux, le Roxadustat (FG-4592) est un inhibiteur de PHD oral qui stimule l'érythropoïèse 

et régule le métabolisme du fer chez les patients atteints d'IRC. En 2019, Chen et al. ont 

démontré l'effet du traitement par Roxadustat sur l'anémie chez les patients sous dialyse [181]. 

Dans cette étude, les auteurs ont comparé le traitement par Roxadustat avec le traitement par 

l’EPO pendant 26 semaines. Ce travail a montré que le Roxadustat a conduit à une plus grande 

augmentation du taux d'Hb comparé à l’EPO dans le traitement de l'anémie. Une étude 

complémentaire menée par la même équipe a comparé le Roxadustat à un placebo pour le 

traitement de l'anémie chez des patients atteints d'IRC qui n'étaient pas sous dialyse pendant 

une période de 18 semaines [182]. Au cours de la 8ème semaine, les patients ayant reçu le 
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traitement par Roxadustat ont vu leur taux d'Hb augmenter par rapport à ceux ayant reçu le 

placebo. Au cours de la période de traitement de 18 semaines qui a suivi, le traitement par 

Roxadustat a maintenu le taux d'Hb aux valeurs recommandées. Les inhibiteurs de PHD sont 

actuellement testés chez l'homme et ont montré plusieurs avantages par rapport aux ASE 

actuellement disponibles [144]. Ils sont plus simples et moins chers à produire, peuvent être 

administrés par voie orale, induisent une production intrinsèque plus stimulante d'EPO et 

diminuent les risques cardiovasculaires [183]. 

Enfin, nous aborderons l'absorbant oral AST-120, qui joue un rôle spécifique dans l'élimination 

de l’IS chez les patients atteints d'IRC. En effet, l'AST-120 diminue les taux sériques d'IS en 

absorbant l'indole dans les intestins et en stimulant ainsi son excrétion dans les fèces [184]–

[187]. Il a été démontré que l'AST-120 ralentissait la progression de l'IRC mais aussi 

l'apparition de MCV [26]. Une autre étude a rapporté que l'administration d'AST-120, 

lorsqu'elle est associée à l'EPO, est associée à une amélioration des taux d'Hb [188]. Cette étude 

suggère que l'AST-120 peut améliorer la production d'EPO en abaissant les taux sériques d'IS 

dans un modèle animal [52]. Ces résultats offrent de nouvelles perspectives pour le 

développement de stratégies thérapeutiques pour une meilleure prise en charge de l'anémie chez 

les patients atteints d'IRC à un stade avancé. 

Une recherche approfondie sur l’effet des toxines urémiques sur l'érythropoïèse durant l’IRC a 

fait l’objet d’une publication d’une revue dans le journal « Cells ».  
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4. Les ARNs non codants (ARNnc) 

 

Les ARN messagers (ARNm) proviennent de la transcription de gènes codants. À l’inverse, les 

ARNnc sont issus de la transcription de gènes ARN qui ne sont pas destinés à coder pour des 

protéines. Les ARNnc assurent différentes fonctions propres, dont la plupart sont déterminées 

par la structure spatiale que la molécule d'ARN adopte en se repliant sur elle-même. 

 

4.1. Classification des ARNnc 

 

Les ARNnc sont les principaux régulateurs du génome, contrôlant les processus cellulaires les 

plus importants. Ils jouent un rôle crucial dans la régulation des gènes et sont impliqués dans 

de nombreux mécanismes biologiques agissant comme des régulateurs épigénétiques pour 

moduler l'expression des gènes. Les ARNnc sont impliqués dans un large éventail de 

pathologies humaines, comme dans le cancer, les MCV, neurologiques et métaboliques. 

Ces derniers sont classés en deux catégories en fonction de leur longueur : les small ARNnc 

(sncARNs) (< 200 nucléotides) et les longs ARNnc (lncARNs) (> 200 nucléotides) en fonction 

de leur longueur (Figure 9). Les sncARNs sont ensuite classés en sncARNs fonctionnels ou en 

sncARNs régulateurs, tandis que les lncARNs sont répartis en 3 catégories en fonction de leur 

action, de leur structure et de leur localisation. 
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Figure 9. Classification des ARNnc 

 

Plusieurs classes de sncARNs régulateurs ont été découverts chez les mammifères telles que : 

les piwis ARNs (piARNs), les small interference ARNs (siARNs) et les microARNs (miARNs) 

[189]. Ces derniers agissent comme des régulateurs majeurs de l'expression des gènes dans 

diverses voies et systèmes cellulaires [189]. 

Les lncARNs font l’objet de nombreuses recherches car ils semblent être impliqués dans divers 

processus biologiques comme l’épissage, le stockage des miARNs, dans les processus 

transcriptionnels et post-transcriptionnels et par voie de conséquence de nombreuses 

pathologies associées [190]. Une recherche approfondie sur les lncARNs a été publié dans notre 

revue dans le  journal « International Journal of Molecular Sciences » qui référence les 

lncARNs impliqués dans les maladies rénales [191].  

 

4.2. La biogénèse des miARNs 

 

Les miARNs sont de petits ARNnc de 21 à 25 nucléotides qui contrôlent la régulation post-

transcriptionnelle de l'expression de gènes dans divers processus biologiques. C’est en 1993 
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que le premier miARN a été découvert chez le ver Caenorhabditis elegans [192]. À ce jour, la 

dernière version v. 22 de la base de données de miRBase (http://www.mirbase.org/) répertorie 

environ 48 860 miARNs matures appartenant à diverses espèces [193].   

Les gènes des miARNs sont transcrits en un « pri-miARN » simple brin qui sera clivé par action 

d'une ribonucléase Drosha pour libérer un “pré-miARN” qui a une structure en épingle à 

cheveux (Figure 10) [194]. Par la suite, via le transporteur exportine 5, ce pré-miARN est 

exporté du noyau vers le cytoplasme et, est pris en charge par Dicer, une ribonucléase qui va le 

couper et générer un miARN mature.  

 

 

Figure 10. Biogénèse des miARNs [195] 

http://www.mirbase.org/
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Le miARN mature simple brin s’associe alors dans le complexe RISC (RNA-induced silencing 

complex) et va se fixer de façon complémentaire à la région 3' non codante (3'UTR) de l'ARNm 

cible. Les miARNs contrôlent l’expression des gènes au niveau post-transcriptionnel soit en 

dégradant l’ARNm cible soit en inhibant leur traduction [196]. 

Dans les sections qui suivent, nous allons nous intéresser aux ARNnc, décrirons leurs 

implications dans l’IRC et leurs modulations. 

 

4.3. Les ARNnc comme biomarqueurs potentiels dans l’IRC 

 

Les miARNs se sont révélées être dérégulés lors de la progression de la MRC [197]. Ces 

dernières années, les recherches ont porté sur l’identification de nouveaux biomarqueurs plus 

sensibles pour le diagnostic précoce en néphrologie afin d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques [198].  Plusieurs miRNAs ont ainsi été associés à l'IRC et aux MCV. Dans 

l’étude de Fourdinier et al., notre équipe a évalué le rôle de deux miARNs circulants, le miR-

223 et le miR-126, dans le sérum des patients atteint d’IRC [197]. Cette publication a montré 

qu'une diminution des niveaux sériques de miR-126 et miR-223 était associée aux MCV, à une 

baisse du DFGe et à une mortalité à différents stades de l'IRC. Les ARNnc pourraient donc être 

utilisés comme biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques chez les patients atteints d'IRC 

[191]. Néanmoins, de nombreux problèmes limitent l'utilisation des miARNs comme cibles 

thérapeutiques.  Avant de pouvoir être mis en pratique en clinique, les miARNs présentent 

quelques limites liées à la spécificité et aux méthodes d’administration tels que l'expression 

tissulaire ubiquitaire, la toxicité ou les effets hors cible « off-target » [199].  

À ce jour, la plupart des recherches sur les ARNnc et l'IRC se sont concentrées sur les miARNs, 

et peu de travaux ont été consacrés au rôle des lncARNs dans cette pathologie (Tableau 4). 
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ARNnc Prédiction/Biomarqueur Références 

ARNnc exosomaux urinaires 

-miARN-181a 

-9 ARNs antisense (EAF1-AS1, PCBP1-

AS1, RP11-178F10.1, RP11-315I20.1, 

RP11-378E13.4, RP11-68I3.2, RP11-

700F16.3, RP11-98D18.1 et RP11-

1382.1) 

-trfVal, trfLeu 

Biomarqueur diagnostique pour 

la détection précoce de l'IRC 

[200] 

LncARN NOP14-AS1 

et LncARN HCP5 

Prédiction de la progression de 

l'IRC  

[201] 

LncARN DKFZP434I0714 Prédiction des effets 

indésirables sur les MCV chez 

les patients en IRT 

[202] 

Tableau 4. Les ARNnc connus comme des biomarqueurs pronostiques dans l'IRC [191] 

 

En 2016, l'étude de Khurana et al. avait pour but d’identifier des ARNnc exosomaux urinaires 

(exo-ARNc) qui pourraient devenir de potentiels nouveaux biomarqueurs pour le diagnostique 

précoce de l'IRC [203]. En utilisant des techniques de séquençage haut-débit de l'ARN (RNA-

Seq) et une analyse par un algorithme bio-informatique, les auteurs ont identifié 30 ARNnc 

dérégulés (dont 16 miARNs, 2 tRFs, 3 mt-tARNs et 9 lincARNs) aux stades précoces de 

patients atteints d'IRC par rapport aux contrôles sains. Parmi ceux-ci, 16 miARNs ont montré 

des altérations significatives de leur abondance. L’expression de 9 miARNs était 

significativement augmentée alors que celle de 7 miARNs étaient significativement diminuée 

dans les stades précoces de l’IRC par rapport aux contrôles sains. De façon notable, l’expression 

exosomale du miARN-181a était significativement diminuée d'environ 200 fois chez les 

patients en IRC par rapport aux contrôles sains. Ainsi, à l'avenir, le miR-181a serait un 

biomarqueur potentiel pour la détection précoce de l'IRC. Outre les miARNs, l'étude a 

également identifié chez les patients atteints d'IRC, 9 ARNs antisens dont l’expression est 

dérégulée dans les exosomes par rapport aux contrôles sains. Les auteurs ont aussi observé que 

l’expression des deux ARNs antisens étaient significativement diminués dans les exosomes des 

patients en IRC par rapport aux contrôles sains. Trois ARNmt exosomaux étaient également 

significativement diminués chez les patients en IRC par rapport aux contrôles sains. Ainsi, cette 
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étude a permis d'identifier un nombre important de biomarqueurs diagnostiques potentiels qui 

pourraient être utilisés dans le cadre de recherches futures sur l'IRC, à condition d’être validés 

dans des cohortes conséquentes. 

Une article publié en 2019 a révélé que les lncARNs NOP14-AS1 et HCP5 étaient des 

biomarqueurs pronostiques potentiels de l'IRC [204]. Les auteurs ont d'abord comparé les 

profils d'expression de plusieurs lncARNs chez des individus sains et chez des patients atteints 

d'IRC. 821 ARNm et lncARNs dérégulés ont été recensés chez les patients atteints d'IRC 

comparés aux contrôles sains. Cette étude suggère que le lncARN NOP14-AS1 et le lncARN 

HCP5 pourraient être de potentiels biomarqueurs pronostiques qui peuvent prédire la 

progression de l'IRC. 

Chun-Fu Lai et al. ont signalé qu'un niveau plasmatique élevé du lncARN DKFZP434I0714 

était un biomarqueur de prédiction des conséquences de survenues des MCV et de mortalité 

chez les patients atteints d’IRT [205]. D'autres analyses ont révélé que l’expression de ce 

lncARN était également augmenté dans les cellules endothéliales aortiques humaines (CEAH) 

soumises à une hypoxie, était impliqué dans le dysfonctionnement endothélial et 

l'inflammation. Ainsi, la sous expression de DKFZP434I0714 a diminué l'expression de la 

molécule d'adhésion intracellulaire 1 (ICAM-1) et de la molécule d'adhésion des cellules 

vasculaires 1 (VCAM-1) et a réduit l'apoptose des CEAH médiée par l'hypoxie et l'adhésion 

des monocytes. Dans l'ensemble, ces données suggèrent que le lncARN DKFZP434I0714 est 

impliqué dans la pathogenèse du dysfonctionnement endothélial, de l'inflammation vasculaire, 

de l'athérosclérose, et pourrait être un bon biomarqueur potentiel de prédiction des MCV dans 

l’IRT. 

Arbiol-Roca et al. ont été les premiers à étudier l'association entre les polymorphismes de 

l'ARN antisens dans le locus INK4 (ANRIL) et les principaux effets indésirables de type MCV 

chez les patients atteints d'IRC sous HD [206]. L'HD est une procédure thérapeutique visant à 

éliminer les liquides, les déchets du sang du patient et, est utilisée dans la gestion des maladies 

rénales aiguës et chroniques. Le polymorphisme ANRIL rs10757278 est le seul à présenter une 

association statistiquement significative avec les effets indésirables de type MCV. Ces résultats 

concernant les polymorphismes d'ANRIL pourraient contribuer à l'avenir à la gestion des effets 

indésirables des MCV dans un contexte d’IRC sous HD. 

Wu et al. ont visé à comprendre le profil transcriptionnel du tubule proximal (TP) au cours de 

la fibrose rénale pour expliquer pourquoi l'IRC progresse plus rapidement chez les hommes que 
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chez les femmes [207]. Les auteurs ont utilisé le modèle de souris UUO de fibrose rénale dans 

lequel ils ont effectué une purification par affinité des ribosomes traducteurs. L'étude a permis 

d'identifier un total de 439 lncARNs exprimés dans le TP, dont 143 ayant subi une dérégulation 

au cours de la fibrose. L'hybridation in situ de l'ARN (HIS) de Snhg18 (forte expression) et de 

Gm20513 (faible expression) a confirmé les schémas d'expression induits par la fibrose. Par la 

suite, les chercheurs se sont concentrés sur les ARNm cibles potentiels dont l’expression 

pourrait être régulée par Snhg18 et Gm20513. De manière intéressante, les gènes cibles 

potentiels étaient liés à des gènes pro-inflammatoires tels que Fcgr2b, Cx3cr1, Lpl et Alox5ap. 

Enfin, la mise en œuvre d’une approche basée sur les données transcriptomiques de l’étude a 

permis d’identifier les facteurs de transcription clés qui conduisent à la progression de la 

maladie dans la fibrose rénale. Ces travaux ont identifié des facteurs de transcription pro-

inflammatoires et profibrotiques tels que Irf1, Nf-kb1 et Stat3 qui seraient des moteurs 

potentiels de la régulation de la fibrose. 

Une autre étude a montré que le TGF-β1 joue un rôle dominant dans la promotion de la fibrose 

rénale et ses protéines effectrices Smad (Smad2, Smad3 et Smad4) possèdent des fonctions 

distinctes, voire opposées, dans la régulation de la fibrose [208]. Smad3 exerce une fonction 

profibrotique et peut induire la transcription de miARN et lncARN profibrotiques [209]. Les 

lncARNs ont également été associés à la fibrose rénale via des lncARNs impliqués dans 

l'isoforme TGF-β1, qui favorise la fibrose rénale. Une approche par RNA-Seq et l'analyse des 

données ont permis d'identifier environ 21 lncARNs induits par la signalisation TGF-β/Smad3 

dans le rein dont les lncARNs np_5318 et np_17856. Ces derniers sont impliqués dans la fibrose 

rénale médiée par le TGF-β [210]. Les résultats de Wu et al. démontrent que l'identification et 

la caractérisation des lncARNs fonctionnels associés aux maladies rénales peuvent représenter 

une nouvelle perspective de recherche prometteuse et peuvent conduire au développement de 

nouvelles thérapies. 

Une étude a identifié le lncARN np_4334 (également appelé Ptprd-IR) comme une nouvelle 

cible moléculaire pour la médiation du TGF-β1 [211]. Les auteurs ont constaté que la sous 

expression de Ptprd-IR atténuait l'activation de NF-κB et ses effets inflammatoires dans les 

cellules épithéliales tubulaires en culture et dans les souris UUO. 

Ces quelques exemples cités de miARNs et lncnARNs impliqués dans l’IRC pourraient aider 

dans la prise en charge des patients, être utilisés comme des biomarqueurs prédictifs et/ou de 

pronostiques et être envisagés comme des cibles thérapeutiques.  
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4.4. Modulation des miARNs 

 

Les miARNs matures peuvent être utilisés comme des biomarqueurs potentiels de pronostique 

ou de diagnostique, mais peuvent également servir comme des cibles thérapeutiques. La 

modulation des miARNs spécifiques d’un organe ou tissu peut être réalisée par l’administration 

d’inhibiteur (anti-miR) ou par la surexpression d’un miARN pour mimer l’activité du miARN 

endogène (mimic). L’avantage thérapeutique pour les traitements ciblant les miARNs, c’est 

que, pour la majorité, ils sont activés à la suite d’une lésion (par exemple lésion rénale aigue). 

L’avantage est également sur le plan de distribution des oligonucléotides d’ARN dans le corps 

entier et dans les compartiments intracellulaires.  

A la suite d’une administration systémique, les oligonucléotides anti-miARN s’accumulent 

dans les reins et dans le foie. Cela suggère que le traitement anti-miARN peut être une stratégie 

pour les maladies rénales [212]. Pour limiter les effets indésirables, le miARN cible devrait 

idéalement être spécifique des reins et n’affecter qu’une seule cible cellulaire, ce qui n’est pas 

encore envisageable techniquement. Les mimics des miARNs génèrent des copies de miARNs 

matures qui se lient spécifiquement aux miARNs cibles. Ils ont été largement utilisés en culture 

cellulaire in vitro, mais leur usage en tant que cible thérapeutique n’a pas abouti. Les miARNs 

peuvent être instables in vivo en raison de leur dégradation rapide par les endonucléases ainsi 

que de leur élimination rapide par le métabolisme et l'excrétion hépatiques et rénaux [199]. 
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5. Objectifs de thèse  

 

Ce sujet de thèse a débuté pendant le stage de Master 2 que j’ai effectué au sein du laboratoire 

HEMATIM au sein de l’équipe du Pr. Laurent Metzinger et de la Dr. Valérie Metzinger Le-

Meuth. Notre but était d’éclaircir les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de l’effet des 

toxines urémiques sur l'érythropoïèse. La 1ère partie du travail a été de regrouper tout ce qui est 

connu autour de ce sujet afin d’établir des hypothèses pour mieux comprendre le mécanisme 

moléculaire de l’anémie liée à une IRC.  

L’objectif principal de la thèse est d’étudier l’impact d’une toxine urémique, l’IS sur 

l’érythropoïèse. Ainsi, nous avons subdivisé l’objectif principal en plusieurs axes pour répondre 

à notre problématique : 

 

 Axe 1 : Étudier l'impact de l’IS, du PCS et du sérum urémique sur 

l'érythropoïèse 

 

 Axe 2 : Identification de nouveaux miARNs impliqués dans l'érythropoïèse 

par étude transcriptomique 

 

 Axe 3 : Etude de l’effet des toxines urémiques sur les progéniteurs 

érythroïdes dans deux modèles de souris
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II. Matériels et méthodes 
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1. Produits chimiques et réactifs 

 

L'IS (Sigma-Aldrich) et le PCS (Alsa Chim) ont été dissous dans du phosphate-buffered saline 

(PBS). Les cellules ont été traitées avec différentes toxines urémiques à des concentrations de 

toxines urémiques retrouvées chez les patients atteints d'IRC (IS : 125-250 µM et PCS : 50-200 

µM) pendant 24h et 48h [11]. Les cellules ont été prétraitées avec l'inhibiteur anti-apoptotique 

pan-caspase q-VD-Oph hydrate (10 µM, Sigma) au propriété anti-apoptotique pendant 1h avant 

l'incubation avec l’IS. 

Les sérums urémiques de patients ont été obtenus auprès du Centre de Recherche Clinique, 

CHU Amiens Picardie (Tableau 5). Le protocole a été approuvé par le comité de recherche 

(CPP Nord-Ouest II, Amiens, France ; référence : 2008-004673-17) et mis en œuvre 

conformément aux principes éthiques de la Déclaration d'Helsinki (numéro d'enregistrement 

ClinicalTrials.gov : NCT01011699) [213].  

L'impact des pools de sérums obtenus à partir de patients urémiques (patient 5004, patient 

19006 et patient 50003) a été comparé à celui du sérum de contrôle (patient 2003, patient 19004 

et patient 1017) et au sérum de veau fœtal (SVF) dans les cellules (1:10) [214], [215]. La 

concentration en IS dans le pool de sérum contrôle est de 32 µM et celle du sérum de patients 

urémiques est de 405 µM. 

 

Patients IS (ng/mL) 

2003 4 575 

19004 11 501 

1017 8 002 

5004 114 986 

19006 74 952 

50003 117 154 

Tableau 5. Concentration sérique en IS (ng/mL) des différents patients urémiques 
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2. Culture cellulaire 

 

2.1. Lignées cellulaires  

 

La lignée cellulaire leucémique humaine UT7 a été établie au Japon à partir de la MO d’un 

patient atteint de leucémie mégacaryoblastique aiguë [216]. Cette lignée est capable de 

proliférer en présence de l'IL-3, ou en présence du granulocyte/macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF) ou en présence de l'EPO [217]. La lignée UT7/EPO est un sous-clone de la 

lignée UT7. Cette lignée a été utilisée comme un modèle de prolifération induite par l’EPO. 

Les cellules ont été cultivées dans un milieu α-Milieu Essentiel Minimum (α-MEM, Dominique 

Dutscher) contenant 1% de pénicilline-streptomycine (Biowest), 2 UI/mL de rhEPO (époétine 

bêta) et 10% de SVF (Eurobio) préalablement décomplémenté à 54°C pendant 5 min [218]. Ce 

modèle exprime fortement le marqueur de différenciation érythroïde CD235a (GPA) (Figure 

11).  

Les lignées cellulaires érythroleucémiques humaines K562 et HEL ont été utilisées comme 

modèles de différenciation hématopoïétique [219]–[221]. Elles ont été cultivées dans un milieu 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) contenant 10% de SVF et 1% de pénicilline-

streptomycine. La lignée cellulaire HEL exprime fortement le marqueur CD235a, CD71 et 

CD41a (Figure 11). La lignée cellulaire K562 exprime fortement les marqueurs CD235a et 

CD71 (Figure 11). 

 

 

Figure 11. Les différents modèles de lignées cellulaires utilisés UT7/EPO, HEL et K562 

et leurs marqueurs membranaires respectifs 
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Le passage des cellules est effectué 2 fois par semaine et elles sont alors ensemencées dans une 

nouvelle flasque (25 ou 75 cm2) à raison de 105 cellules/mL. Les cellules sont conservées à 

37°C sous atmosphère humide à 5% de CO2. Le comptage des cellules est effectué sur la cellule 

de Malassez à la suite d’une coloration des cellules mortes au bleu Trypan.  

La congélation des cellules est réalisée en isolant 2.106 cellules dans une solution de SVF 90% 

et DiMéthylSulfOxyde 10% (DMSO, Pan Biotech) (v/v) et sont conservées à -150°C. 

 

2.2. Culture primaire 

 

Les CSH ont été obtenues à partir de sang périphérique mobilisé après avoir reçu le 

consentement éclairé des patients, conformément au protocole d'Helsinki [218]. Cette étude est 

considérée comme de la recherche non interventionnelle. Les cellules humaines CD34+ 

primaires ont été isolées par des microbilles magnétiques (pureté > 94 ± 3%) sur des colonnes 

MACS (AutoMACS Separator) [218]. Pour induire la différenciation érythroïde, les cellules 

CD34+ ont été cultivées dans un milieu Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) 

(Biochrom, Merck-Millipore) contenant 2 UI/mL d'héparine non fractionnée, 5% de plasma 

humain (don de l'Etablissement Français du Sang, EFS), 10 μg/mL d'insuline recombinante 

humaine (Sigma-Aldrich), 1% de pénicilline-streptomycine (PAN™-Biotech) et 330 μg/mL 

d'holo-transferrine humaine (Sigma-Aldrich). La procédure d'expansion, décrite par Giarratana 

et al. [222], a été réalisée après une stimulation séquentielle par des cytokines ajoutées au milieu 

(Figure 12): rhEPO (3 UI/mL), human SCF (hSCF 100 ng/mL, Miltenyi), IL-3 humaine 

recombinante (rhIL-3, Miltenyi) et dexaméthasone (DXM 10-6M, Sigma-Aldrich) de J0 à J7. 

La DXM et la rhIL-3 ont été enlevées à J7, le hSCF a été enlevé à J10, et l'EPO a été maintenu 

jusqu'à la fin de la culture. Les cellules CD34+ ont été traitées avec de l’IS 250 µM à J4, J7, J10 

et J14, correspondant aux jours de changement de milieu de culture. 

 

Figure 12. Protocole de différenciation érythroïde 
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La différenciation érythroïde a été analysée par CMF et la coloration May-Grünwald-Giemsa 

(MGG) selon une procédure standard.   

Les CPH ont été comptées en utilisant un milieu complet à base de méthylcellulose 

MethoCult™ H4435 enrichi (MethoCult™ GF+ H4435) selon le protocole du fabricant. 

 

2.3. Modèles animaux 

 

 

Figure 13. Modèles de souris utilisés 

 

Pour étudier l'exposition à court terme à l’IS, des souris C57BL/6 mâles (âgées de dix semaines) 

ont reçu en i.p. de l’'IS (400 mg/kg/jour pendant 5 jours, n=5) ou une solution de chlorure de 

potassium (KCl) pour les contrôles (n=3) [223] (Figure 13).  Les souris ont été sacrifiées 4h 

après la dernière injection d'IS ou de KCl.  

Dans un second modèle, des souris C57BL/6 mâles (âgées de dix semaines) ont subi une 

Néphrectomie subtotale par une chirurgie en deux étapes avec des modifications mineures [64] 

(n=8) (Figure 13). Dans la première étape de la chirurgie, les 2/3 du rein gauche (les pôles 

supérieur et inférieur) ont été ligaturés. Dans la deuxième étape de la chirurgie, qui a été réalisée 

une semaine plus tard, le rein droit a été enlevé. Six semaines après l'induction de l'IRC, toutes 

les souris ont été sacrifiées. Les souris témoins (n=7) n'ont pas subi de chirurgie.  

Toutes les expériences ont été réalisées conformément à la directive 2010/63/UE du Parlement 

européen et ont été approuvées par le comité institutionnel local de protection et d'utilisation 

des animaux de l'université de Cordoba (17/03/2022/041). Des échantillons de sang ont été 
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prélevés par ponction cardiaque après le sacrifice. La créatinine sérique, les taux d'urée et 

d'autres paramètres sanguins ont été mesurés au laboratoire de biochimie des installations de 

recherche sur les animaux de l'université de Cordoba en Espagne. Les taux sériques d'EPO ont 

été détectés par le kit d'immunodosage de l'EPO de souris Quantikine ® ELISA (R&D 

Systems). La quantification sérique de l'IS a été réalisée en collaboration avec le Laboratoire 

de Pharmacologie-Toxicologie de l'Hôpital Raymond-Poincaré, France.  

Les cellules souches de souris ont été isolées à partir de la MO (fémur et tibia) [224]. Le kit 

d'isolation de cellules souches et progénitrices hématopoïétiques de souris BD Stemflow™ a 

été utilisé pour identifier les progéniteurs hématopoïétiques dans la MO de la souris par 

cytométrie de flux (FACS) en utilisant un marqueur de lineage négatif (Lin-). Le cocktail 

d'anticorps de Lin- comprend le CD3, CD45R, Ly6C, Ly6G, CD11B et TER-119. A partir des 

cellules Lin-, nous avons examiné une petite sous-population de cellules Lin- de la MO : les 

cellules c-Kit+, Sca-1+, Lin- (KSL-). Les marqueurs classiques de surface cellulaire KSL- dans 

la MO représentent les CPH et les CSH de la MO. Les progéniteurs érythroïdes murins de la 

MO ont été cultivés en utilisant un milieu de prolifération érythroïde sans sérum modifié 

(SFEM, Stem Cell Technologies) avec 100 ng/mL de recombinant murine SCF (rmSCF) et 2 

UI/mL de rhEPO, comme décrit par Dolzning et al. [101]. 

 

3. Cytométrie en flux 

 

La cytométrie en flux a été réalisée pour analyser le phénotype cellulaire, la mort cellulaire et 

la distribution du cycle cellulaire. Pour l'analyse du phénotype de la lignée cellulaire UT7/EPO, 

nous avons utilisé le CD235a comme marqueur de surface des cellules érythroïdes. Pour le 

phénotypage des lignées cellulaires HEL et K562, nous avons utilisé le CD235a, le CD71 

exprimé dans les cellules érythroïdes, et le CD41a (marqueur de mégacaryocyte).  

Des cellules CD34+ primaires humaines ont été isolées et analysées à différents stades de 

développement afin d'étudier l’effet de l’IS sur le processus d'érythropoïèse. 1×105 cellules ont 

été marquées avec des anticorps comprenant des anti-CD235a, CD71, CD34, CD36, CD123 

(IL3) (Miltenyi) et 7AAD (BD Pharmingen™) pour l'analyse du phénotype des cultures de 

cellules primaires humaines. Les stades humains BFU-E et CFU-E ont été caractérisés par 
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CD123-/GPA-/CD34+/CD36-/CD71low et CD123-/GPA-/CD34-/CD36+/CD71high (Miltenyi), 

respectivement.  

Le phénotypage cellulaire des CSH murines a été réalisé par utilisation d’anticorps 

monoclonaux dirigés contre c-kit, CD45, TER-119, CD71 et 7AAD anti-mouse. Les stades 

BFU-E et CFU-E murins ont été caractérisés comme c-kit+/CD45+/TER-119-/CD71low et c-

kit+/CD45-/TER-119-/CD71high (Miltenyi), respectivement. Le stade de Pro-E murins et les 

cellules érythroïdes terminales différenciées ont été caractérisés par c-kit-/CD45-/TER-

119med/CD71high et c-kit-/CD45-/TER-119high/CD71-, respectivement.  

La mort cellulaire apoptotique a été caractérisée par le co-marquage DAPI et annexine V 

(APC). 1×105 cellules ont été lavées deux fois avec du PBS froid, puis remises en suspension 

dans 100 µL de Binding buffer 1X. L'Annexine V et le DAPI ont été déposés à 1×105 cellules, 

et incubés pendant 15 min à température ambiante dans l'obscurité. Après 15 min d'incubation, 

400 µl de Binding buffer 1X ont été additionnés à chaque tube.  

Le sevrage en sérum a permis d’induire la synchronisation du cycle cellulaire par un arrêt au 

stade G0/G1. Les cellules UT7/EPO ont été traitées avec l’IS (250 µM) pendant 48h pour la 

distribution du cycle cellulaire. 1×106 cellules ont été centrifugées à 300 g pendant 5 min et 

fixées goutte à goutte dans de l'éthanol glacé à 70% à 4°C toute la nuit. Les cellules ont été 

lavées dans du PBS et mises en suspension dans 200 μL de PBS contenant du DAPI et 50 μg/mL 

de RNase A. Les cellules ont été incubées dans l'obscurité pendant 30 min à température 

ambiante puis analysées par CMF. 

Pour évaluer la prolifération cellulaire, les cellules UT7/EPO, exposées à l’IS pendant 48h, ont 

été marquées à l’anticorps Ki-67 qui est un marqueur de prolifération cellulaire. Le kit spécial 

BD Cytofix/CytopermTM Plus Fixation/Permeabilization with BD GolgiPlug TM Kit (BD 

Biosciences) a été utilisé. Tout d’abord, les cellules UT7/EPO sont centrifugées pendant 5 min 

à 300 g, puis, sont remises en suspension dans 100 µL de solution BD Cytofix/Cytoperm (1X) 

et laissées incuber pendant 20 min à 4°C. Par la suite les cellules ont été lavées deux fois dans 

le tampon BD Perm/Wash ™ (10X) et ont été resuspendues dans une solution contenant 10 µL 

de tampon BD Perm/Wash ™ et 190 µL de PBS. 5 µL d’anticorps Ki-67 (FITC Mouse Anti-

Human de BD Pharmingen TM) et 10 µL de DAPI (Thermofisher D13-06) ont été ajoutés à la 

solution et laissés incuber à 4°C pendant 30 min dans l'obscurité. Ensuite, les cellules ont été 

centrifugées et lavées deux fois au PBS, puis remise en suspension dans 200 µL de PBS pour 

l’analyse au CMF. 



Matériels et méthodes 

97 
 

L'acquisition des cellules a été effectuée avec un cytomètre en flux MacsQuant 8 couleurs 

(Miltenyi) et l'analyse des données a été effectuée avec le logiciel FlowJo (Treestar). Les 

caractéristiques et les références des anticorps utilisés pour la CMF sont décrites dans le tableau 

6. 

 

Anticorps Espèce Clone Dilution Conjugué Source 

CD235a (GPA) Anti-Human REA175 1:200 APC Miltenyi Biotec 

CD71 Anti-Human REA902 1:200 FITC Miltenyi Biotec 

CD41a Anti-Human AC136 1:100 APC Miltenyi Biotec 

CD36 Anti-Human REA760 1:200 VioBlue Miltenyi Biotec 

CD123 Anti-Human REA918 1:200 PerCP-Vio700 Miltenyi Biotec 

CD34 Anti-Human REA1164 1:200 PE Miltenyi Biotec 

DAPI   2:100 VioBlue PanReac 

AppliChem 

Annexin V   2:100 APC BD Biosciences 

7AAD   2:100 PerCP BD Biosciences 

CD71 Anti-Mouse REA627 1:200 APC Miltenyi Biotec 

TER-119 Anti-Mouse REA847 1:200 FITC Miltenyi Biotec 

CD45 Anti-Mouse 30F11 1:200 PerCP Miltenyi Biotec 

CD117 Anti-Mouse REA791 1:200 PE Miltenyi Biotec 

Mouse HSC 

Isolation Kit 

Anti-Mouse    BD Biosciences 

Ki-67 Anti-Human B56 (ASR) 20:100 FITC BD Biosciences 

Tableau 6. Caractéristiques et références des anticorps utilisés pour la CMF. 
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4. Biologie moléculaire  

 

4.1. Extraction des ARNs (ARNm et miARNs) 

 

Les extractions d’ARN totaux sont réalisées grâce au miRNeasy Mini Kit (Qiagen Germany) 

optimisé pour extraire les ARNs et les miARNs à partir de cellules. 700 µL de QIAzol Lysis 

Reagent ont été ajoutés aux culots secs des cellules et laissés 5 min à température ambiante. Un 

volume de 140 µL de chloroforme est ajouté au mélange suivi d’une agitation de 15 sec. Après 

une incubation de 3 min à température ambiante, les échantillons sont centrifugés 15 min à 

12000 g à 4°C. La phase aqueuse est transférée dans un nouveau tube RNase free. 525 µL 

d’éthanol 100% (1,5 fois le volume de surnageant) est mélangé à la phase aqueuse, puis, 700 

µL du tube sont prélevés et transférés sur les colonnes spécifiques. Les colonnes sont 

centrifugées (15 sec à 8000 g) pour que le liquide traverse la membrane afin qu’elle retienne 

les ARNs. La membrane est rincée deux fois à l’aide de 500 µL de Buffer RPE (tampon de 

lavage) puis séchée par centrifugation de la colonne à vide (5 min à 8000 g). Finalement, 30 µL 

d’eau sans ARNase est ajoutée sur la membrane pour éluer les ARNs qui sont alors décrochés 

en centrifugeant la colonne pendant 1 min à 8000 g. Au final 30 µL d’ARN sont élués.  

 

4.2. Dosage des ARNs 

 

Les ARNs extraits sont dosés par le spectrophotomètre NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, 

Wilmington, DE, USA) avec un volume de 1 µL d’ARN. Les échantillons d’ARNs obtenus 

sont ensuite conservés à -20°C jusqu’à réalisation de la Polymerase Chain Reaction (PCR). 

 

4.3. Transcription inverse 

 

La réaction de transcription inverse permet d’obtenir des ADN complémentaires (ADNc) à 

partir d’ARN dans le but de réaliser une PCR.  

La transcription inverse a été réalisée grâce au TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription 

(RT) Kit (Applied biosystemsTM) sur glace pour l’étude de l’expression des miARNs. Chaque 
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puits contenait le mélange suivant : 2.8 µL d’eau ARN free, 1.5 µL de Tampon RT 10X, 1.5 

µL de dNTPs (10 mM), 0.2 µL de RNase inhibitor (20 UI/µL), 1 µL d’enzyme RT (50 UI/µL), 

3 µL de primers 5X (hsa miR-223 RT002295, U6 snRNA RT001973) et 5 µL d’ARN à 

10ng/µL. Les échantillons sont placés dans un thermocycleur Eppendorf Mastercycler® 

programmé pour le cycle suivant : 30 min à 16°C, 30 min à 42°C suivi de 5 min à 85°C pour 

inactiver l’enzyme.  

L’expression des gènes de l’érythropoïèse a été réalisée avec le kit High Capacity Reverse 

Transcription Kit (Applied Biotechnologies). Chaque puits contenait le mélange suivant : 2.8 

µL d’eau ARN free, 1.5 µL de Tampon RT 10X, 1.5 µL de dNTPs 25X, 0.2 µL de RNase 

inhibitor (20 UI/µL), 1 µL d’enzyme RT (50 UI/µL), 3 µL de Random Primers 5X et 5 µL 

d’ARN à 10 ng/µL. Les échantillons sont placés dans un thermocycleur Eppendorf 

Mastercycler® programmé pour le cycle : 10 min à 25°C, 120 min à 37°C suivi de 5 min à 

85°C.  

 

4.4. PCR quantitative (q-PCR) 

 

4.4.1. MicroARN 

La réaction de PCR quantitative en sonde Taqman a été réalisée à partir d’amorces spécifiques 

de : hsa miR-223 TM000526 et U6 snRNA TM 001973 sur plaque 96 puits (12 µL/puits) 

contenant : 0.6 µL d’amorce miR-223 (ou U6) à 20X, 6 µL de TaqMan Universal Master Mix, 

0.8 µL de produit de réaction de RT (ADNc) et 4.6 µL d’eau RNAse-DNAse free.  

 

4.4.2. ARNm 

La réaction de PCR quantitative en sonde SYBER Green a été réalisée à partir d’amorces 

spécifiques des gènes de l’érythropoïèse contenant : 0,5 µL d’amorce 20X (forward/reverse) 

des gènes érythroïdes cités dans le tableau 7 ci-dessous, 5 µL de Master Mix SYBER Green, 

0.8 µL d’ADNc et 3.7 µL d’eau RNAse-DNAse free.  

Les réactions sont effectuées en plaque de 96 puits (10 µL/puits). Chaque échantillon est 

analysé en triplicat technique pour limiter les variations des Ct. Les échantillons sont ensuite 

disposés dans l’automate QuantStudio 7 Flex (Applied Biotechnology) selon le protocole 
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Taqman ou le protocole SYBER Green. Les résultats sont exprimés sous la forme 2-∆∆Ct. La 

différence entre le Ct de l’échantillon étudié et le Ct du contrôle exogène étant le ∆Ct. 

 

ACTB Forward 5'- GACCTGACCGACTACCTCATG-3' 

Reverse 5'- TCTCCTTGATGTCCCGCAC-3' 

EPO-R Forward 5'-ATCCTGACGCTCTCCCTCAT-3' 

Reverse 5'-AGAGCGAGTTTGAAGGCCTC -3' 

GAPDH Forward 5’-TCGGAGTCAACGGATTTGGTCG -3’ 

Reverse 5’-AGGGCATCCTGGGCTACACTGA -3’ 

GPA Forward 5’-GGGGTGATGGCTGTTAT -3’ 

Reverse 5’-CCTCACCTGACACAGACGTG -3’ 

GATA-1 Forward 5’-AGCAGCTTCCTCCACTGCTG-3’ 

Reverse 5’-CCTCACCTGACACAGACGTG -3’ 

GATA-2 Forward 5’-TACAGCAGCGGACTCTTCC-3’ 

Reverse 5’-CTCGTTCCTGTTCAGAAGGC-3’ 

β-Globin Forward 5’-CAACGTGCTGGTCTGTGTG -3’ 

Reverse 5’-CACTAAGCTCGCTTTCTTGCTG -3’ 

STAT5A Forward 5’-CTGGACTTTTCTGAAGGGGCT -3’ 

Reverse 5’-AGAATAGCCGGGGGAATGTG -3’ 

 

Bcl-xL 

Forward 5′-TCGGATCGCAGCTTGGATGG-3′ 

Reverse 5′-GAAGCGTTCCTGGCCCTTTC-3′ 

HPRT Forward 5’- TGTAATCCAGCAGGTCAGCA -3’ 

Reverse 5’- ACCCTTTCCAAATCCTCAGC -3’ 

JAK2 Forward 5’-AGAGTCTTTCTTTGAAGCAGC -3’ 

Reverse 5’- CCAGAATATTCTCGTCTCCAC-3’ 

FOG 1 Forward 5’-CCAGGCGGAAACAGAGCAAC -3’ 

Reverse 5’- GAGTTAACATCTGCGCTGGGA-3’ 

PU.1 Forward 5’-CCCCTCCATCAGAAGACCTG -3’ 

Reverse 5’-GAAGTTGTTCTCGGCGAAGC -3’ 

ERFE Forward 5’-TGCTCATCTGCATCCAGTCC -3’ 

Reverse 5’- TTGTCCAAGAACACGGAGGTC -3’ 

CD71 Forward 5’-TCTGGAATCCCAGCAGTTTCTT -3’ 
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Reverse 5’-ATCACGAACTGACCAGCGAC -3’ 

EKLF Forward 5’-TGACTTCCTCAAGTGGTGGC -3’ 

Reverse 5’-GGTGAGGAGGAGATCCAGGT -3’ 

Tableau 7. Liste des amorces utilisées pour la RT-qPCR. 

 

4.5. Etude transcriptomique  

 

La technologie nCounter de NanoString est une variante de la puce à ADN. Elle utilise des 

"codes à barres" moléculaires et une imagerie microscopique pour détecter et compter jusqu'à 

plusieurs centaines de transcrits uniques lors d'une réaction d'hybridation. Le système d’analyse 

nCounter de NanoString fournit les profils d'expression de miARNs en relevant l’abondance 

relative des transcrits en suivant ces différentes étapes : 1) hybridation de l’ARN par des sondes 

de capture et des sondes rapporteuses fluorescentes, 2) puis, purification des complexes 

cible/sonde, et 3) analyse de la puce nCounter sur l’analyseur numérique nCounter et lecture 

des résultats. On dépose 12 échantillons des ARNs totaux extraits des cellules UT7/EPO après 

48h d’incubation (condition contrôle et IS à 250 µM- 1 mM) sur la puce à miARN à une 

concentration de 50 ng/µL d’ARN. 

 

5. Western Blot 

 

Environ 1×106 cellules stimulées (avec/sans EPO, avec/sans IS 250 µM) ont été récoltées et 

lysées avec le tampon de lyse RIPA en présence d'inhibiteurs de protéase et de phosphatase 

(Sigma). Après une incubation sur glace pendant 30 min, les lysats ont été soniqués pendant 10 

sec sur glace puis ont été centrifugés à 300 g à 4°C pendant 30 min. Après centrifugation, les 

lysats cellulaires ont été recueillis et les concentrations de protéines ont été mesurées par le test 

de Bradford (Bio-rad, Hercules, CA, USA). Les extraits protéiques ont été congelés jusqu'à leur 

utilisation.  

Des quantités égales de protéines (30 µg) ont été diluées avec du tampon d'échantillon Laemmli 

et chauffées à 95°C, pendant 5 min, puis refroidies à température ambiante avant d'être déposés 

sur un gel SDS-PAGE de 10 à 15% dans du tampon Tris-Glycine (Thermo Fisher scientific). 
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Les échantillons ont ensuite été transférés sur une membrane en nitrocellulose (Sigma-Aldrich) 

dans du tampon de transfert. Après blocage pendant 1h avec dans du lait à 5% dans du tampon 

TBS-Tween 0,1%, les membranes ont été incubées à 4°C overnight avec des anticorps primaires 

dilués dans du lait 5% (w/v) TBS-Tween 0,1% pour les anticorps non-phosphorylés ou dans du 

BSA à 5% (w/v) TBS-Tween 0,1% pour les anticorps phosphorylés listés dans le tableau 8. 

Les anticorps secondaires ont tous été dilués à 1:3000 dans leur tampon de blocage respectif et 

incubés pendant 1h à température ambiante. Les membranes ont été lavées trois fois avec du 

TBS-Tween 0,1% pendant 10 min par lavage. Enfin, les blots ont été visualisés avec des réactifs 

chimioluminescents (SuperSignal Pico, ThermoFisher Scientific) en utilisant un dispositif 

ChemiDoc Universal HoodII (Bio-rad) et l'intensité des bandes a été analysée avec le logiciel 

ImageJ (NCBI). 

 

Anticorps Source Dilution Espèce/Clone 

P-stat5 (Tyr694) Cell Signaling 1 :1000 Rabbit/ Polyclonal 

Stat5 BD Biosciences 1 :1000 Mouse/8 9/STAT5 

Beta Actine Abcam 1 :1000 Rabbit/polyclonal 

Caspase 3  clivée Cell Signaling 1 :1000 Rabbit/SA1E 

Bcl-xL Cell Signaling 1 :1000 Rabbit/27625 

P-erk1/2 

(Thr202/Tyr204) 

Cell Signaling 1 :1000 Rabbit/D13.14.4E 

Erk1/2 Cell Signaling 1 :1000 Rabbit/137F5 

Tableau 8. Caractéristiques et références des anticorps utilisés pour le Western Blot. 
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6. Analyses statistiques  

 

Les expériences ont été répétées au moins trois fois et tous les résultats ont été exprimés en tant 

que moyenne ± erreur standard de la moyenne (SEM). Les comparaisons entre les groupes ont 

été réalisées à l'aide du test de Kruskal-Wallis et la comparaison de deux groupes a été effectuée 

par le test U de Mann-Whitney. L'analyse statistique et la représentation graphique ont été 

réalisées avec GraphPad Prism (version 6.01 ; GraphPad Software). Les différences 

biostatistiques ont été considérées comme significatives à partir de p < 0,05 (*p < 0,05 ; **p < 

0,01 ; ***p < 0,001). 
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1. Effet des toxines urémiques sur la viabilité cellulaire 

 

Les cellules UT7/EPO ont été traitées avec différentes concentrations d'IS (125 et 250 µM) à 

24h et 48h. La mort cellulaire médiée par l'apoptose a été évaluée par CMF. D'autres types de 

mort cellulaire (par exemple, la nécrose) n'ont pas été observées (Figure 28 en annexe). 

L'administration d'IS (250 µM) pendant 48h a induit l'apoptose dans les cellules UT7/EPO 

(8,49% vs 4,22%) par rapport à la condition contrôle mais pas à 24h (Figure 14A). Aucune 

différence significative sur l'apoptose n'a été observée après l’incubation avec le PCS (Figure 

14B) ni avec le PCS et l'IS combinés ensemble (à 100 µM et à 250 µM, respectivement) (Figure 

14C). L’incubation avec 10% de sérum urémique n’a pas montré de résultat significatif 

comparé à la condition SVF ou comparé à la condition 10% de sérum normal (Figure 14D). 

 

 

Figure 14. L’effet de l’IS, du PCS et du sérum urémique sur l’apoptose dans les cellules 

UT7/EPO 

(A) Analyse par CMF des cellules apoptotiques dans les cellules UT7/EPO après incubation 

avec l’IS (0, 125, 250 µM) pendant 24h et 48h (n=5). (B) Effet du PCS (0, 50, 100, 200 µM) 

et de l'IS (250 µM) à 24h et 48h sur l'apoptose dans les UT7/EPO (n=3). (C) Effet du PCS 

(100 µM), IS (250 µM) et des deux toxines combinées à 24h et 48h sur l'apoptose dans les 

UT7/EPO (n=3). (D) Effet du sérum urémique 10% à 48h sur l'apoptose des cellules 
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UT7/EPO (n=4). Les valeurs sont indiquées en moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-

Whitney a été utilisé pour l'analyse statistique. *p < 0.05. 

 

Par conséquent, pour la suite des expériences, la concentration de 250 µM d'IS a été choisie. 

Pour confirmer les précédents résultats, les cellules UT7/EPO ont été prétraitées avec le q-VD, 

un inhibiteur de la pan-caspase. Le q-VD a réduit l'apoptose médiée par l'IS (6,67% vs 10,32%) 

comparé à la condition contrôle (Figure 15A). L’analyse du cycle cellulaire a montré une 

proportion significativement plus élevée de la fraction Sub-G1 lorsque les cellules ont été 

traitées avec l’IS (250 µM) par rapport au contrôle (11,21% vs 5,65%) (Figure 15B). 

L'expression relative des protéines impliquées dans l'apoptose a été déterminée par Western 

Blot. L'expression protéique de Bcl-xL (anti-apoptotique) était significativement diminuée 

(Figure 15C) et l'expression de la Caspase 3 clivée était significativement augmentée (Figure 

15D) dans les cellules UT7/EPO stimulées par l’IS comparée au contrôle. 

 

Figure 15. Confirmation de l’effet apoptotique de l’IS (250 µM) à 48h dans les cellules 

UT7/EPO 
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(A) Effet de l'inhibiteur pan-caspase q-VD (10 µM) sur les cellules UT7/EPO avec et sans IS 

(n=4). (B) L’effet de l’IS sur le cycle cellulaire (n=4). (C) Analyse par Western Blot de Bcl-xL 

(30 kDa) dans les cellules UT7/EPO (n=3). (D) Analyse par Western Blot de la caspase 3 

clivée (17 kDa) dans les cellules UT7/EPO (n=3). Les valeurs sont indiquées en moyenne +/- 

SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour l'analyse statistique. *p < 0.05. 

 

Afin de vérifier si l’IS affecte la prolifération, on a marqué les cellules UT7/EPO au Ki-67 pour 

mesurer l’intensité moyenne de fluorescence (MFI). Les résultats du CMF obtenus sont 

représentés sur la figure 16 ci-dessus. La MFI ne varie pas avec l’IS (250 µM) comparé à la 

condition contrôle.  

 

Figure 16. L’intensité moyenne de fluorescence (MFI) de Ki-67 dans les cellules 

UT7/EPO à 48h d’exposition à l'IS (250 µM) (n=3).  

Les valeurs sont indiquées en moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé 

pour l'analyse statistique.  

 

Nous avons ensuite décidé de confirmer ces résultats dans d'autres lignées cellulaires reflétant 

l'érythropoïèse : les cellules HEL et les cellules K562. L'IS (250 µM) a augmenté 

significativement l'apoptose dans les cellules HEL (Figure 17A) à 24h (6,14% vs 3,67%) et 

48h (5,59% vs 2,76%), mais n'a pas affecté les cellules K562 (Figure 17B). 
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Figure 17. L’effet de l’IS (250 µM) sur l’apoptose dans les lignées cellulaires 

érythropoïétiques HEL et K562 

(A) Effet de l’IS (250 µM) à 24h et 48h sur l'apoptose dans les cellules HEL (n=4). (B) Effet 

de l’IS (250 µM) sur l'apoptose dans les cellules K562 à 24h et 48h (n=4). Les valeurs sont 

indiquées en moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour l'analyse 

statistique. *p < 0.05. 

 

Par la suite, nous nous sommes intéressés à l’effet de l’IS sur les différents marqueurs 

membranaires afin de regarder si le phénotype des cellules est modifié.  

 

2. Effet de l’IS sur la différenciation cellulaire 

 

Le marqueur membranaire CD235a (GPA) apparait à partir du stade des précurseurs érythroïdes 

et, est fortement exprimé par les érythrocytes. Une analyse par CMF dans les cellules UT7/EPO 

traitées par l’IS a montré qu’il n’y a pas de modification sur le pourcentage de cellules 

exprimant le CD235a+ à 24h et à 48h (Figure 18A). Les cellules UT7/EPO traitées par le pool 

de sérum urémique de patients (10%) n’a pas montré de modification sur le pourcentage de 

cellules exprimant le CD235a+ à 48h comparé à la condition SVF et à la condition normale 

(Figure 18B).   

Pour caractériser le phénotype des cellules HEL et K562, le marqueur membranaire CD41a 

(marqueur des mégacaryocytes) a été utilisé. La lignée cellulaire HEL exprime fortement le 

CD41a+, tandis qu’il est moins exprimé dans la lignée cellulaire K562. Dans les cellules HEL 
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ou K562, l'exposition à l’IS a augmenté le pourcentage de cellules exprimant le CD41a+ par 

rapport au contrôle, ce qui suggère un changement vers un phénotype mégacaryocytaire 

(Figure 18C-D). 

 

Figure 18. L’effet de l’IS sur le phénotype des lignées cellulaires érythropoïétiques 

(A) Quantification des cellules exprimant le CD235a+ dans les cellules UT7/EPO après 

incubation avec l’IS (0-250 µM) à 24h et 48h (n=5). (B) Quantification des cellules 

exprimant le CD235a+ dans les cellules UT7/EPO après incubation avec 10% de sérum 

urémique pendant 48h (n=4). (C) Quantification des cellules CD41a+ à 24h et 48h 

d'incubation avec l’IS (250 µM) dans les cellules HEL (n=3). (D) Quantification des cellules 

CD41a+ à 24h et 48h d'incubation avec l’IS (250 µM) dans les cellules K562 (n=3). Les 

valeurs sont indiquées en moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour 

l'analyse statistique. *p < 0.05. 
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3. Effet de l’IS sur la viabilité et la différenciation cellulaire au cours de 

l'érythropoïèse 

 

Nous avons ensuite cherché à confirmer si l'effet apoptotique et l’effet phénotypique médié par 

l’IS dans les lignées cellulaires étaient également observé dans les cellules primaires humaines. 

Pour cela, nous avons recueilli des cellules primaires humaines CD34+ provenant de donneurs 

sains qui ont été induites vers une différenciation érythroïde comme décrit par Caulier et al. 

[218]. Les cellules CD34+ humaines ont été incubées avec l'IS de J4 à J14.  

Nos résultats montrent que l'IS diminue le nombre total de cellules de J7 à J14 comparé à la 

condition contrôle (1,15x106 vs 3,52x106 à J7, 2,11x106 vs 7,37x106 à J10, 1,16x106 vs 4,5x106 

à J14, respectivement) (Figure 19A). Une augmentation significative du pourcentage de 

cellules apoptotiques à J18 de l'incubation avec l’IS (250 µM) a été observée par rapport au 

contrôle (50,23% vs 19,50%) (Figure 19B). Nous avons quantifié les colonies BFU-E et CFU-

E sans les différencier pour étudier l'effet de l'IS sur les progéniteurs érythroïdes après culture 

dans la méthylcellulose à J18. Le nombre de colonies hématopoïétiques BFU-E/CFU-E après 

une incubation avec l’IS a significativement diminué comparé à la condition contrôle (17 vs 66 

colonies) (Figure 19C). Par la suite, nous avons quantifié les colonies BFU-E et CFU-E en 

utilisant la CMF. A partir de J7 jusqu'à J14, le pourcentage de cellules BFU-E était nettement 

augmenté après stimulation avec l’IS par rapport au contrôle (14,94% vs 5,17% à J7, 10,06% 

vs 2,43% à J10, 3,94% vs 2,04% à J14, respectivement) suggérant un blocage au stade BFU-E 

(Figure 19D). En conséquence, le pourcentage de cellules CFU-E était significativement 

diminué après stimulation avec l’IS (250 µM) par rapport au contrôle (11,67% vs 21,75% à J7, 

21,24% vs 42,46% à J10, 10,97% vs 23,37% à J14, respectivement), confirmant le blocage des 

cellules au stade BFU-E des cultures primaires humaines CD34+ (Figure 19E).  
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Figure 19. L'effet de l’IS sur les cellules CD34+ humaines durant l'érythropoïèse in vitro. 

(A) Comptage des cellules CD34+ au bleu trypan sur une cellule de Malassez à J4, J7, J10 et 

J14 en présence ou en l'absence d'IS à 250 µM (n=5). (B) Pourcentage des cellules 

apoptotiques CD34+ incubées avec l’IS (250 µM) à J4, J7, J10, J14 et J18 (n=4). (C) 

Comptage du nombre de colonies hématopoïétiques BFU-E/CFU-E après incubation avec 

l’IS et après culture dans la méthylcellulose à J18. A droite, est représentée la morphologie 
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des colonies hématopoïétiques BFU-E et CFU-E à J18. (D) Quantification des colonies BFU-

E dans les cellules humaines CD34+ traitées par l’IS (250 µM) à J4, J7, J10 et J14 (n=4). (E) 

Quantification des colonies CFU-E dans les cellules humaines CD34+ traitées par l’IS (250 

µM) à J4, J7, J10 et J14 (n=4). Les valeurs sont indiquées en tant que moyenne +/- SEM. Le 

test U de Mann-Whitney a été utilisé pour l'analyse statistique. *p < 0,05, **p < 0,01.   

 

Afin de mieux caractériser l’effet de l'IS sur le phénotype des cellules CD34+, nous avons 

déterminé l'expression de l'IL3 (CD123) exprimée dans les CSH. L'IS a augmenté le 

pourcentage de cellules CD34-/CD123+ à J7 et à J14 (72,4% vs 25,3% à J7, 48,9% vs 27,48% 

à J14, respectivement) (Figure 20A) tandis qu'il a diminué le pourcentage de cellules CD235a+ 

par rapport à la condition contrôle (14,05% vs 27,07% à J10, 37,42% vs 55,15% à J14, 

respectivement) (Figure 20B). Ces résultats suggèrent que l’IS bloque les cellules à un stade 

précoce, ce qui a pour conséquence un retard dans la différenciation érythroïde.  

Dans le but de confirmer que l'IS peut être associée à l'érythropoïèse précoce, nous avons 

quantifié l'expression de deux facteurs de transcription : GATA-1 et GATA-2 à J7. 

L’expression de GATA-2 est associée au stade de prolifération précoce tandis que GATA-1 est 

un marqueur clé de la phase de différenciation tardive de l’érythropoïèse. En présence de l’IS, 

le ratio GATA-2/GATA-1 était augmenté de 25% par rapport à la condition contrôle (Figure 

20C). Une cytologie par coloration MGG a été réalisée pour évaluer le pourcentage de cellules 

immatures. Le pourcentage de cellules érythroïdes immatures à J10 a augmenté après 

incubation avec l’IS (72,5 % vs 57,75%) confirmant ainsi le blocage aux stades précoces de 

l’érythropoïèse (Figure 20D).  

L’ensemble de ses résultats suggère que l'IS affecte la viabilité cellulaire, retarde la transition 

de BFU-E à CFU-E et modifie le phénotype durant l'érythropoïèse dans les cellules primaires 

humaines CD34+. 
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Figure 20. L'effet de l’IS induit un retard dans la différenciation érythroïde dans les 

cellules humaines CD34+. 

 (A) Le pourcentage de cellules CD34-/CD123+ dans les cellules CD34+ humaines traitées 

par l’IS (250 µM) à J4, J7, J10 et J14 (n=4). (B) Le pourcentage de cellules CD235+ dans les 

cellules CD34+ humaines traitées par l’IS (250 µM) à J4, J7, J10 et J14 (n=4). (C) Ratio des 

ARNs GATA-2/GATA-1 dans les cellules CD34+ humaines à J7 en présence ou en absence 

d'IS à 250 µM (n=4). (D) Comptage cytologique du pourcentage de cellules érythroïdes 

immatures en présence ou en absence d'IS à 250 µM dans les cellules CD34+ humaines à J10, 

évalué par coloration MGG à droite, grossissement X64 (n=3). Les valeurs sont indiquées en 

tant que moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour l'analyse statistique. 

*p < 0,05, **p < 0,01. 
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4. Effet de l’IS sur les gènes liés à l'érythropoïèse et sur la voie de signalisation EPO-

EPO-R. 

 

Ensuite l’analyse de l'expression des gènes liés à l'érythropoïèse sous l’effet de l'IS a été 

réalisée. Dans les cellules UT7/EPO traitées par l’IS, l’analyse par RT-PCR en temps réel a 

montré une baisse significative en ARNm de GATA-1, GPA, CD71, Bcl-xL, EPO-R et EKLF 

(Figure 21A).  

Par la suite, nous avons essayé de confirmer l'effet de l'IS sur certains de ces gènes dans des 

stades précoces de l’érythropoïèse dans les cellules primaires humaines CD34+ à J7.  Nous 

avons observé une diminution significative de l'expression en ARNm de la GPA, CD71, EPO-

R, β-globine, STAT5a, EKLF, FOG 1, et JAK2 ainsi qu'une augmentation de l'expression en 

ARNm de PU.1, qui est impliqué dans la différenciation myéloïde (Figure 21B). 
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Figure 21. L’IS dérégule des gènes liés à l'érythropoïèse. 

(A) L’expression relative des gènes liés à l'érythropoïèse dans les cellules UT7/EPO à 24h en 

présence ou en absence d'IS à 250 µM (n=3). (B) L’expression relative des gènes liés à 

l'érythropoïèse dans les cellules CD34+ humaines à J7 en présence ou en l'absence d'IS à 250 

µM (n=4). Les valeurs sont indiquées en tant que moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-

Whitney a été utilisé pour l'analyse statistique. *p < 0,05. Abréviations : GPA, glycophorine 

A ; ERFE, érythroferrone ; EKLF, facteur de transcription spécifique des érythroïdes ; FOG-

1, Friend Of GATA-1. 
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Nous avons ensuite analysé les effets de l'IS sur la voie de signalisation EPO-EPO-R. La 

quantification protéique par western blot a montré que le ratio p-STAT5a/b/STAT5a/b ainsi 

que le ratio p-ERK1/2/ ERK1/2 étaient significativement diminués après l'incubation à l'IS et 

une stimulation avec l’EPO par rapport à la condition contrôle (Figure 22A-C). 

 

 

Figure 22. L’IS dérégule la voie de signalisation EPO-EPO-R. 

 (A) Quantification protéique du ratio p-STAT5a/b sur STAT5a/b total en présence ou en 

absence d’IS et, avec ou sans EPO. (B) Quantification protéique du ratio p-ERK1/2 sur 

ERK1/2 total en présence ou en absence d’IS et, avec ou sans EPO. (C) Représentation des 

bandes de Western blot montrant l'expression protéique de p-STAT5 a/b, STAT5 a/b, p-

ERK1/2, ERK1/2 et β-Actin dans les UT7/EPO (n=3). Les valeurs sont indiquées en tant que 

moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour l'analyse statistique. *p < 

0,05. 
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5. Effet de l’IS sur les miARNs  

 

Une analyse transcriptomique a été effectué par Nanostring en collaboration avec la Plateforme 

LIGAN-PMEGID, EGID - UMR8199 de Lille. Le but était de déterminer les miARNs dont 

l’expression était le plus affectée par l’IS dans les cellules UT7/EPO à 48h à l’aide d’une puce 

spécifique de miARNs (puce Agilent RNA 6000 Nano de Agilent Technologies). Parmi 804 

miARNs, nous avons retenu 20 miARNs les plus dérégulés en présence d’IS comparé à la 

condition contrôle.  

 

 

 

 

 

 

Figure 23. L’expression relative de miARNs dans les UT7/EPO après 48h d’incubation 

avec l’IS (250 µM). 
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(A) Les 20 miARNs normalisés par rapport à l’ACTB les plus exprimés dans les UT7/EPO 

après 48h d’incubation avec l’IS (250 µM) identifiés par le Nanostring (n=3). (B) Expression 

relative de miR-223 quantifié par RT-qPCR et normalisé par rapport à U6 (n=4). (C) 

Expression relative de miR-1246 quantifié par RT-qPCR et normalisé par rapport à U6 

(n=3). Les valeurs sont indiquées en tant que moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney 

a été utilisé pour l'analyse statistique. *p < 0,05. 

 

Parmi tous les miARNs analysés, 2 miARNs sont surexprimés à plus forte concentration (1mM) 

par rapport à la condition contrôle tels que : le miR-1246 et le miR-223-3p. A 1 mM d’IS, le 

miR-1246 semble être le miARN le plus dérégulé, trois fois plus exprimé (p<0.05) par rapport 

à la condition contrôle. Quant au miR-223, il est 1,8 fois plus exprimé (p<0.05) avec 1 mM par 

rapport à la condition contrôle. On observe une tendance à une surexpression en présence d’IS 

à 250 µM non significative de 4 autres miARNs tels que : le miR-20a-5p+miR-20b-5p (p=0,2), 

le miR-16-5p (p=0,2) et le miR-23a-3p (p=0,2) (Figure 23A).  

Par la suite, nous avons essayé de confirmer par RT-qPCR les deux miARNs les plus dérégulés 

obtenus par l’analyse au Nanostring avec une concentration en IS de 250 µM tels que : le miR-

223-3p et le miR-1246 (Figure 23B-C). Seul miR-223 est 1,26 plus exprimé en présence de 

l’IS comparé à la condition contrôle dans les cellules UT7/EPO (Figure 23B). Nous n’avons 

pas réussi à confirmer par RT-qPCR les résultats du Nanostring pour le miR-1246 (Figure 

23C). Nous avons confirmé une surexpression de miR-223 (2,18 fois) dans les cellules de 

culture primaire CD34+ à J7 en présence d’IS 250 µM par rapport à la condition contrôle 

(Figure 24).  

 

Figure 24. L’expression relative de miR-223 dans les cellules de culture primaire CD34+ 

à J7 avec l’IS 250 µM (n=3).  
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Les valeurs sont indiquées en tant que moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été 

utilisé pour l'analyse statistique. *p < 0,05. 

 

6. Effet des toxines urémiques sur les CSH et les CPH dans deux modèles de souris 

 

Une collaboration avec le Dr Juan Moreno du laboratoire GE06 au Maimonides Biomedical 

Research Institute of Cordoba (IMIBIC) nous a permis de confirmer nos données in vivo en 

utilisant deux modèles murins d'atteinte rénale.  

Le premier modèle consiste en une administration aiguë d'IS (400 mg/Kg) sur des souris 

présentant une fonction rénale normale et le deuxième modèle est un modèle de souris 

néphrectomisé 5/6 Nx. L'administration d'IS à court terme n'a pas modifié la fonction rénale 

comme l'indiquent les concentrations en créatinine et urée (Tableau 9).  

Cependant, l'induction de l'IRC dans le modèle de souris 5/6 Nx a induit une augmentation de 

la concentration sérique en urée (105,76 mg/dL vs 61,07 mg/dL), en créatinine (0,47 mg/dL vs 

0,37 mg/dL) et en Blood Urea Nitrogen (BUN, azote uréique) par rapport aux souris contrôles 

(Tableau 9). La concentration en Hb (12,22 g/dL vs 12,74 g/dL) et le pourcentage d'hématocrite 

(HCT) (36,35% vs 37,85%) ont significativement diminué chez les souris 5/6 Nx comparé aux 

souris contrôles (Tableau 9). Dans ce modèle, on retrouve un taux sérique d'EPO 

significativement augmenté par rapport à celui des souris contrôles (220,64 pg/mL vs 175,21 

pg/mL). De même, les concentrations d'IS dans le sérum étaient significativement plus élevées 

chez les souris 5/6 Nx par rapport aux souris contrôles (7680 ng/mL vs 5736,71 ng/mL 

équivalent à 30,56 µM vs 22,82 µM, respectivement).     

 

Souris IS (400 mg/Kg) 
Contrôle 

(n=3) 

IS (400 mg/Kg) (n=5) P 

Créatinine (mg/dL) 0,35 0,38 0,3452 

Urée (md/dL) 59,55 55,3 0,206 

EPO (pg/mL) 125,1 178,54 0,21 

IS (ng/mL) 2841,2 1974,8 0,51 
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Souris 5/6 Nx Contrôle (n=7) 5/6 Nx (n=8) P 

Créatinine (mg/dL) 0,37 0,47 0,0002 

Urée (md/dL) 61,07 105,76 0,0002 

BUN (mg/dL) 28,53 49,38 0,0002 

GR (106/µL) 8,59 8,91 0,0637 

GB (103/µL) 5,04 6,78 0,0103 

Hb (g/dL) 12,74 12,22 0,0326 

HCT (%) 37,85 36,35 0,0361 

MCV (fL) 44,02 40,77 0,0002 

MCH (pg) 14,82 13,72 0,0002 

PLT (103/uL) 542 949,75 0,0361 

EPO (pg/mL) 175,21 220,64 0,02 

IS (ng/mL) 5736,71 7680 0,03 

Tableau 9. Paramètres hématologiques et urinaires chez les souris IS (400 mg/Kg) 

(n=3/5) et chez les souris 5/6 Nx (n=7/8) comparés aux souris contrôles. 

Les valeurs sont indiquées en tant que moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été 

utilisé pour l'analyse statistique. Abréviations : BUN, Blood Urea Nitrogen (azote uréique) ; 

GB, globules blancs, GR, globules rouges ; Hb, hémoglobine ; HCT, hématocrite ; MCV, 

volume corpusculaire moyen ; MCH, hémoglobine corpusculaire moyenne ; PLT, plaquettes. 

 

Dans le but d’explorer l'apoptose et la différenciation des cellules souches érythroïdes, les 

cellules de la MO des souris ont été isolées à partir de nos deux modèles murins.  

Aucune différence significative dans le pourcentage de cellules apoptotiques dans la MO n'a 

été observé chez les souris IS par rapport aux souris contrôle (Figure 25A). Chez les souris 5/6 

Nx, le pourcentage de cellules apoptotiques dans la MO était légèrement augmenté comparé 

aux souris contrôles après le sacrifice (6,35% vs 5,22%) (Figure 25B).  

La sous-population KSL- représente les CSH et les CPH dans la MO. Dans le modèle de souris 

IS, aucun changement significatif dans le pourcentage de cellules KSL- par rapport aux souris 

contrôles n’a été observé (Figure 25C). Chez les souris 5/6 Nx, nous avons trouvé une 

augmentation du pourcentage de cellules KSL- par rapport aux souris contrôles (0,82% vs 

0,62%) (Figure 25D).  
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L'ensemble de nos données suggère une accumulation significative de cellules KSL- chez les 

souris 5/6 Nx qui peut être expliquée par un blocage des CSH et des CPH dans la MO induisant 

peut-être une légère augmentation de l'apoptose dans les cellules isolées de la MO. 

 

 

Figure 25. L’effet des toxines urémiques sur les CSH et les CPH dans deux modèles de 

souris. 

(A) Pourcentage de cellules apoptotiques dans la MO de souris IS (400 mg/Kg) comparé aux 

souris contrôle après sacrifice (n=3/5). (B) Pourcentage de cellules apoptotiques dans la MO 

de souris 5/6 Nx comparé aux souris contrôle après sacrifice (n=7/8). (C) Pourcentage de 

cellules KSL- chez les souris IS (400 mg/Kg) comparé aux souris contrôle (n=3). (D) 

Pourcentage de KSL- chez les souris 5/6 Nx comparé aux souris contrôle (n=7/8). Les valeurs 
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sont indiquées en tant que moyenne +/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour 

l'analyse statistique. *p < 0,05, **p < 0,01. 

 

Puis, l'effet des toxines urémiques sur les progéniteurs érythroïdes murins a été évalué pendant 

24h durant l'érythropoïèse in vitro à partir des cellules isolées de la MO. Dans le modèle de 

souris IS, une réduction significative du pourcentage de BFU-E a été constatée après 24h de 

culture dans un milieu de différenciation comparé aux souris contrôles (0,13% vs 0,21%) 

(Figure 26A). Néanmoins, ces souris n'ont montré aucun changement dans le pourcentage de 

CFU-E et de Pro-E par rapport aux souris contrôles (Figure 26B,C). Cependant, nous avons 

constaté un pourcentage plus réduit de TER-119+ chez les souris IS par rapport aux souris 

contrôle après sacrifice des souris (0h) (22,24% vs 26,82%). Les résultats suggèrent que dans 

ce modèle, l'IS peut affecter les cellules érythroïdes matures en phase terminale (Figure 26D). 

Dans le modèle 5/6 Nx, le pourcentage de BFU-E est significativement plus élevé après 

sacrifice (0,76% vs 0,44%) (Figure 26E) ainsi qu'une augmentation significative du 

pourcentage de CFU-E à 24h (0,94% vs 0,31%) comparé aux souris contrôle (Figure 26F). 

Après le sacrifice, le pourcentage de cellules Pro-E était significativement diminué dans ce 

modèle (0,17% vs 0,32%) par rapport aux souris contrôle, alors qu'il était significativement 

augmenté à 24h de culture cellulaire (3,37% vs 1,53%) (Figure 26G). Dans ce même modèle, 

le pourcentage de TER-119+ était significativement diminué après sacrifice (34,63% vs 

42,29%) et après 24h de culture cellulaire (38,55% vs 54,29%) (Figure 26H) par rapport aux 

souris contrôle. 
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Figure 26. Les toxines urémiques affectent les progéniteurs érythroïdes murins durant 

l'érythropoïèse in vitro. 

(A) Pourcentage de BFU-E chez les souris IS (400 mg/Kg) comparé aux souris contrôle 

(n=3/5). (B) Pourcentage de CFU-E chez les souris IS (400 mg/Kg) comparé aux souris 

contrôle (n=3/5). (C) Pourcentage de Pro-E chez les souris IS (400 mg/Kg) comparé aux 

souris contrôle (n=3/5). (D) Pourcentage de cellules TER-119+ chez les souris IS (400 

mg/Kg) comparé aux souris contrôle (n=3/5).  (E) Pourcentage de BFU-E chez les souris 5/6 

Nx comparé aux souris contrôle (n=7/8). (F) Pourcentage de CFU-E chez les souris 5/6 Nx 

comparé aux souris contrôle (n=7/8). (G) Pourcentage de Pro-E chez les souris 5/6 Nx 

comparé aux souris contrôle (n=7/8). (H) Pourcentage de cellules TER-119+ chez les souris 

5/6 Nx comparé aux souris contrôle (n=7/8).  Les valeurs sont indiquées en tant que moyenne 

+/- SEM. Le test U de Mann-Whitney a été utilisé pour l'analyse statistique. *p < 0,05, **p < 

0,01, ***p < 0,001. 
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L’ensemble de nos résultats indique que l'IS affecte les cellules érythropoïétiques aux stades de 

cellules progénitrices de l’érythropoïèse. En effet, nous avons démontré que l'IS affecte la 

viabilité cellulaire et la différenciation des progéniteurs érythroïdes in vitro et in vivo en 

induisant une altération de l'érythropoïèse qui pourrait expliquer en partie la genèse de l'anémie 

dans l'IRC. 

 

1. Les toxines urémiques induisent l'apoptose dans les lignées cellulaires 

érythropoïétiques et les cellules humaines CD34+ pendant l'érythropoïèse in vitro. 

 

En utilisant la CMF, nous avons étudié l'impact de l'IS et du PCS sur le phénotype cellulaire et 

l'apoptose dans différentes lignées cellulaires érythropoïétiques : UT7/EPO, K562 et HEL. La 

lignée cellulaire UT7/EPO est un modèle de prolifération induite par l'EPO, tandis que les 

lignées K562 et HEL sont un modèle de différenciation. Dans la lignée cellulaire UT7/EPO, le 

pourcentage de cellules en apoptose a doublé lorsque les cellules ont été incubées avec une 

concentration en IS de 250 µM pendant 48h. L'utilisation de q-VD, un inhibiteur d'apoptose, a 

confirmé que la mort cellulaire des cellules UT7/EPO était due à l'apoptose et non à la nécrose. 

Nos résultats ont également confirmé l'apoptose par l’augmentation de la fraction Sub-G1 dans 

les cellules UT7/EPO traitées par l’IS. Des études ont montré que l'IS augmente l'apoptose dans 

d'autres types de cellules comme les astrocytes [225], les ostéoblastes [226] ou les cellules 

rénales [227]. Nos résultats sont en accord avec une étude récente qui a montré que l'IS dérégule 

l'érythropoïèse in vitro en déclenchant l'apoptose dans les CSH CD34+ [60].  

Dans la lignée cellulaire HEL, le pourcentage de cellules entrant en apoptose a augmenté à des 

taux similaires lorsque les cellules ont été incubées à 24h et 48h avec l’IS. En revanche, dans 

la lignée cellulaire K562, nous n’avons pas observé d’apoptose à 24h et 48h d’incubation avec 

l’IS, due à la kinase oncogène anti-apoptotique Bcr-Abl déjà décrite [228].  

Il a déjà été démontré que l’IS et le PCS s'accumulent dans les érythrocytes des patients en HD 

[229]. Dans les cellules UT7/EPO, la PCS n'a montré aucun effet significatif. De plus, nous 

n'avons trouvé aucun effet additif des deux toxines combinées ensemble sur l'apoptose. Ces 

données suggèrent que l'IS pourrait être la principale toxine urémique dans l'anémie induite par 

l'IRC.  
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Nous avons ensuite essayé de confirmer nos résultats dans un modèle d'érythropoïèse dans des 

cellules primaires CD34+ humaines en différenciation. Notre modèle CD34+ a confirmé l'effet 

apoptotique de l'IS observé dans les lignées cellulaires puisque nous avons constaté une 

augmentation du pourcentage de cellules en apoptose dans l’érythropoïèse tardive (J18). Cette 

apoptose pourrait être associée à la diminution de la prolifération cellulaire. De plus, la 

caractérisation des progéniteurs érythroïdes à différents stades indique que l'IS pourrait bloquer 

les cellules au stade BFU-E. Le blocage au stade BFU-E peut expliquer pourquoi nous avons 

observé à la fois une accumulation de cellules BFU-E et une diminution de cellules CFU-E. Les 

mêmes résultats ont été observés dans le modèle de souris 5/6 Nx comme discuté plus loin.  

Ces résultats suggèrent que l'IS provoque un blocage des cellules BFU-E ainsi qu'une 

diminution de la prolifération cellulaire conduisant probablement à la mort cellulaire par 

apoptose. Ceci est en accord avec la littérature, car les cellules au stade BFU-E ont besoin d'EPO 

pour proliférer [87], ce qui peut suggérer que l'IS inhibe directement ou indirectement l'EPO, 

car les cellules UT7/EPO privées d'EPO meurent par apoptose [230]. 

 

2. L’IS affecte le phénotype dans les lignées cellulaires et induit un retard de 

différenciation dans les cellules CD34+ humaines pendant l'érythropoïèse in vitro. 

 

L’IS agit sur le phénotype des cellules HEL mais surtout sur le phénotype des cellules K562 

avec l'expression de CD41a+. En condition normale, le marqueur CD41a+ n'est pas exprimé 

dans les cellules K562 ce qui indique que l'IS pourrait potentiellement induire des changements 

dans le phénotype cellulaire.  

Une autre modification du phénotype a été confirmée avec les cultures primaires de CD34+. 

Nous avons examiné la co-expression des marqueurs CD34-/CD123+ dans les cellules CD34+ 

humaines primaires, car l’IL3-R devrait diminuer au cours de l’érythropoïèse [87]. Comme 

attendu, l'IS a induit une diminution des cellules co-exprimant le CD34-/CD123+, ce qui suggère 

que l'IS peut induire un changement phénotypique vers les progéniteurs myéloïdes.  

Le pourcentage de cellules exprimant le CD235a+ au niveau de l'érythropoïèse terminale 

observée en présence de l’IS peut confirmer le retard de la différenciation érythroïde suite au 

blocage de cellules au stade BFU-E. Enfin, l'augmentation du ratio GATA-2/GATA-1 et 

l’augmentation du pourcentage de cellules érythroïdes immatures en présence d’IS ont confirmé 



Discussion 

127 
 

que les cellules sont bloquées au stade précoce BFU-E. GATA-2 est connu dans la littérature 

pour être exprimé dans les CSH, les CPS et les BFU-E [110]. L’ensemble de nos données 

suggère que l'IS induit une déviation du phénotype cellulaire, conduisant potentiellement à 

l'apoptose cellulaire. 

 

3. L'IS dérégule les gènes liés à l'érythropoïèse  

 

L'augmentation du rapport GATA-2/GATA-1 et l'accumulation de cellules érythroïdes 

immatures en présence de l'IS sont en faveur des gènes associés à l'érythropoïèse précoce.  

Le modèle CD34+ primaire a permis d'examiner les gènes dérégulés liés à l'érythropoïèse en 

présence d’IS à un stade précoce de l'érythropoïèse et de confirmer une accumulation de cellules 

au stade BFU-E. Plusieurs gènes sont connus pour être dérégulés dans l'anémie tels que la GPA 

(ou TER-119 chez les souris), le CD71, le EKLF, le GATA-1, le GATA-2, la β-globine, et le 

FOG 1 [231]–[235]. Nos travaux ont également démontré une dérégulation de ces gènes dans 

les cellules primaires humains CD34+.  

L'expression des gènes spécifiques de l'érythropoïèse (EPO-R, GPA, et β-globine) ciblant 

GATA-1 était diminuée après l’incubation avec l’IS. GATA-1 est un facteur de transcription 

essentiel spécifique aux érythroïdes et impliqué dans la survie des progéniteurs érythroïdes. Ce 

dernier régule directement le gène de la β-globine et le gène du EKLF [126]. Par exemple, les 

souris homozygotes EKLF-/- en stade embryonnaire de l'hématopoïèse développent une anémie 

fœtale [232]. De même, GATA-1 est connu pour être impliqué dans la différenciation des BFU-

E vers le stade CFU-E [236]. Dans notre étude, l'IS bloque les cellules au stade BFU-E chez les 

souris 5/6 Nx et au stade BFU-E dans les cellules CD34+. La littérature a montré qu'une 

modulation négative de GATA-1 est suffisante pour convertir les BFU-E en progéniteurs CFU-

granulocytes-macrophages (CFU-GM) et augmenter l'expression du facteur de transcription 

PU.1 [237].  

Notre étude s'est limitée à l'effet de l'IS sur la différenciation érythroïde. Néanmoins, notre 

hypothèse, qui doit être confirmée par des marqueurs spécifiques, suppose que l’IS agit sur le 

phénotype en faveur d'une différenciation myéloïde. Nous supposons que l'IS empêche l'EPO 

de se lier à son récepteur, dérégulant ainsi la voie de signalisation EPO-R en réduisant 

l'activation de la voie JAK-STAT. En conséquence, de nombreux gènes sont sous exprimés 
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avec l’IS conduisant potentiellement à un changement du phénotype cellulaire. Ainsi, les 

cellules ne disposent pas des cytokines adéquates pour se différencier, ce qui peut conduire à la 

mort cellulaire par apoptose.  

Nos résultats démontrent clairement que l'IS empêche d’avoir une érythropoïèse efficace en 

bloquant les cellules en stade BFU-E affectant directement le développement des cellules 

érythroïdes terminales. 

 

4. Identification de nouveaux miRNAs impliqués dans l'érythropoïèse par étude 

transcriptomique 

 

Les miRNAs jouent des rôles importants dans de nombreux processus biologiques, y compris 

l'érythropoïèse. Le Nanostring nous a permis d’identifier les miARNs les plus dérégulés dans 

les UT7/EPO sous l’effet de l’IS. Les limites de nos résultats résultent du fait que le Nanostring 

ressort des tendances à une dérégulation de certains miARNs (miR-223 et miR-1246) à forte 

concentration en IS (1 mM) mais non concluants. Seul miR-223 a pu être confirmé dans les 

cellules UT7/EPO et dans les cellules en culture primaire CD34+ à une concentration en IS de 

250 µM. 

Chez les patients atteints d’IRC de stade 4 et 5, l’expression relative de miR-223 dans le sérum 

est sous-exprimée par rapport à des témoins sains. Dans cette même étude, il a été démontré 

que miR-223 été associé à l’IL-6 et aux niveaux de DFGe [238]. Une autre étude a démontré 

l’importance de miR-223 dans l’IRC. 10 semaines après une néphrectomie subtotale, miR-223 

était diminué dans le sérum des souris en IRC par rapport aux souris SHAM. MiR-223 pourrait 

représenter une cible utile pour prévenir ou traiter les complications de l'IRC [239]. 

Dans une cohorte de 638 patients, une étude a démontré que le taux sérique de miR-223 était 

faible chez les patients atteints d’IRC (à partir du stade 3B) avec un taux de survie plus faible 

par rapport aux contrôles sains [240]. La modulation de ce miR-223 chez les patients atteints 

d'IRC pourrait être utile pour traiter les complications liées à l'IRC. Cependant, l'étude de 

Fourdinier et al. [197] sur le miR-223 réalisée pour évaluer la relation entre ce miARN avec la 

mortalité et les maladies cardiovasculaire n'a révélé aucune association indépendante de la 

DFG. Le miR-223 est un marqueur de l’IRC mais pas meilleur que l’examen de référence qu’est 

la DFG. Certains biomarqueurs miARNs non invasifs prometteurs ont déjà été reconnus dans 
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les maladies rénales et pourraient améliorer la précision du diagnostic, prédire le pronostic et 

surveiller l'évolution de la maladie. Toutefois, des essais cliniques à grande échelle portant sur 

des patients hétérogènes sont nécessaires pour évaluer la valeur clinique des miARNs [241]. 

MiR-223 est essentiel pour une myélopoïèse normale chez les mammifères, favorisant la 

différenciation des granulocytes, des ostéoclastes et des mégacaryocytes et supprimant 

l'érythropoïèse [242]. Une étude confirme cela également en démontrant que miR-223 est 10 

fois plus exprimé pendant la granulopoïèse, 3 fois plus exprimé pendant la monocytopoïèse et 

maintenu à de faibles niveaux pendant l'érythropoïèse. La surexpression de miR-223 augmente 

la granulopoïèse et nuit à la différenciation érythroïde et monocytaire/macrophagique. Sa sous-

expression induit l’effet inverse, en réprimant la granulopoïèse et en induisant l'érythropoïèse 

et la différenciation monocytaire/macrophagique [243]. 

Des travaux ont porté sur le rôle fonctionnel du miR-223 sur la différenciation érythroïde. Dans 

les CPH CD34+, le miR-223 est sous-exprimé, tandis que LMO2, une protéine essentielle pour 

la différenciation érythroïde, est surexprimée. LMO2 est connu pour être une cible directe de 

miR-223. Des études fonctionnelles ont montré que l'expression forcée du miR-223 réduit les 

niveaux d'ARNm et de protéine de LMO2, et empêche la différenciation des cellules érythroïdes 

[244, p. 2]. Cela suggère que la modulation à la baisse de ce miARN est nécessaire pour 

enclencher une différenciation érythroïde et débloquer l’expression protéique de LMO2.  

Etant donné qu’il est difficile d’identifier un miARN qui soit spécifiquement dérégulé dans un 

contexte d’anémie liée à l’IRC, les UT7/EPO ont servi de tri pour sélectionner les miARNs les 

plus dérégulés. Cela permet plus facilement de confirmer les données par la suite sur des 

cellules de culture primaire. À l’avenir, on pourra étudier le miR-223 dans un modèle d’IRC, 

par exemple de souris 5/6 Nx, et d’identifier d’autres miARNs dérégulés dans la MO et/ou dans 

les reins. 

En corrélation avec les résultats obtenus dans les cellules UT7/EPO et dans les cellules CD34+ 

à J7, on peut supposer que la surexpression observée de miR-223 aurait pour conséquence une 

inhibition de l’érythropoïèse, ce qui expliquerait le retard dans la différenciation érythroïde. 

Cette hypothèse peut être vérifiée à l’avenir en modulant le miR-223 (anti-miR-223) dans les 

cellules de culture primaire CD34+ (tri des BFU-E) et regarder si cela affecte la viabilité et la 

différenciation cellulaire.  

L’effet de l’IS avec le blocage au stade BFU-E et les quelques gènes identifiés pourrait nous 

permettre de prédire à l’aide d’algorithmes les miARNs ciblant les ARNm dérégulés durant 
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l’érythropoïèse précoce. En utilisant le moteur de recherche Targetscan (www.targetscan.org/), 

avons pu ressortir LMO2 comme cible directe de miR-223 qui a déjà été confirmé dans l’étude 

de Felli et al [245].  Un autre gène semble être également une cible de miR-223, l’EPO-R qui 

n’a pas encore été étudier. Il serait très intéressant d’étudier ce gène en perspective d’avenir et 

prouver qu’il est régulé par miR-223.  

 

5. L'IS dérégule la voie de signalisation EPO-EPO-R. 

 

Notre hypothèse est que l'IS affecte l'EPO-R conduisant à une dérégulation de gènes essentiels 

spécifiques à l'érythropoïèse. En effet, l'expression de l'ARNm de l'EPO-R est diminuée dans 

les UT7/EPO en présence d’IS (250 µM). Une étude sur des rats en IRC a montré que l'anémie 

rénale est liée à une diminution des niveaux d'EPO-R dans la MO [246]. Ensuite, nous avons 

concentré notre étude sur la voie centrale de signalisation de l'EPO-R qui est STAT-5 [104]. Le 

rôle de STAT-5 dans la régulation de l'érythropoïèse est important. Un knock-out de STAT-5 

chez les fœtus de souris induit une anémie fœtale et l'apoptose des progéniteurs érythroïdes 

[100], [247]. Dans les UT7/EPO, l'IS a diminué l’expression protéique de STAT-5 en aval de 

l'EPO-R, ce qui peut expliquer l'apoptose mentionnée ci-dessus. 

Selon nos résultats, l'IS diminue significativement la phosphorylation de ERK dans les 

UT7/EPO. Le contrôle de la prolifération cellulaire pendant la maturation des progéniteurs en 

érythroblastes est lié à la voie de signalisation ERK [248]. ERK est activé par phosphorylation 

pendant les stades EPO-dépendants, et son activation est ROS-dépendante [249], [250]. En 

accord avec la littérature, nous avons émis l'hypothèse que l'IS a un impact directement sur la 

signalisation de la cascade MAPK/ERK. L'effet de l'IS sur la phosphorylation ERK peut par 

conséquent expliquer la réduction de la prolifération des cellules CD34+ à partir de J7, 

l’apoptose observée à J18 et la diminution de cellules exprimant le CD235a+ lors de 

l'érythropoïèse terminale. En perspective, nous pouvons confirmer l'implication de la voie ERK 

dans les cultures primaires CD34+ en utilisant un inhibiteur d'ERK. 

 

 

http://www.targetscan.org/
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6. Les toxines urémiques affectent les CSH, les CPH et les progéniteurs érythroïdes 

dans deux modèles de souris. 

 

Dans notre modèle de souris IS, aucune modification des paramètres urinaires n'a été observée. 

L'exposition à court terme à l'IS confirme ce qui a été partiellement observé dans les cultures 

primaires de CD34+ où l'IS a diminué le pourcentage de cellules CD235a+ (érythroïdes 

terminales).  

La fonction rénale des souris 5/6 Nx était bien réduite comme le montrent les paramètres 

sanguins et urinaires. Nous avons constaté un début d'anémie, une des complications majeures 

observées lors de l'IRC. Les paramètres hématologiques suggèrent un développement de 

l'anémie avec une diminution du taux d'Hb et de l'HCT [251]. L'analyse en cytométrie de 

différents marqueurs membranaires a confirmé le début d’anémie avec la diminution du nombre 

de cellules de stade mature (TER-119+) ainsi que la diminution du nombre de cellules Pro-E 

[251].  

Chez les souris 5/6 Nx, la caractérisation des progéniteurs érythroïdes murins a identifié une 

accumulation de cellules au stade BFU-E comme cela a déjà été observé dans les cellules 

humaines primaires. Néanmoins, les taux d'EPO sériques sont supérieurs chez les souris 5/6 Nx 

par rapport aux souris témoins malgré l’observation d’un blocage au stade BFU-E. Après avoir 

mis en culture les cellules pendant 24h dans un milieu contenant de l’EPO et du SCF, une 

augmentation du nombre de cellules CFU-E, certainement due au déblocage des cellules BFU-

E, a été observé. Cela pourrait être un moyen de compenser le manque de production d'EPO 

dans le rein ou un possible effet synergique des deux cytokines sur les CPH [252], [253]. Cette 

libération de cellules BFU-E suggère que, bien que les taux sériques d'EPO soient élevés chez 

les souris 5/6 Nx par rapport aux souris témoins, cela ne suffit pas à compenser les besoins en 

EPO pour stimuler la production de GR dans la MO. Il est également possible que les toxines 

urémiques ne permettent pas à l'EPO d'atteindre la MO et donc empêcher sa liaison à son 

récepteur, car lorsque les cellules ont été incubées avec l'EPO et du SCF, il n'y avait pas de 

toxines urémiques dans le milieu.  

Une étude a démontré que l'augmentation de l'EPO au cours de l'IRC provenait du foie pour 

compenser la production insuffisante d'EPO par les reins [254]. Ces auteurs ont suggéré que la 

synthèse d'EPO par le foie ne peut pas compenser entièrement la production nécessaire et 

suffisante d'EPO que les reins auraient produit en condition normale. Ceci est probablement dû 
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à la capacité maximale de production d'EPO par le foie mais pourrait également être lié à une 

demi-vie plus courte de l'EPO produite [143], [254].  

Toutes ces données suggèrent que l'IS empêche la différenciation des cellules BFU-E en 

cellules CFU-E. Ceci peut être lié à une déficience en EPO et/ou à une dérégulation de 

l'expression de l'EPO-R pendant les premiers stades de l'érythropoïèse. En conséquence, toutes 

les cellules BFU-E n'atteindraient pas les derniers stades de la différenciation, ce qui entraînerait 

un manque de cellules érythroïdes matures différenciées. 

L'anémie chez les patients atteints d'IRC peut être traitée par des ASE ou par une 

supplémentation en fer par voie intraveineuse [165], [166]. Une cause potentielle de résistance 

aux ASE est l'accumulation de toxines urémiques [255]. Malgré l'ASE et la supplémentation en 

fer, certains patients atteints d'IRC n'atteignent pas la référence cible d'Hb. Une alternative pour 

corriger l'anémie rénale sont les HIF-PHI qui réduisent la progression de l'IRC [256]. Bien que 

l'ASE ou les inhibiteurs de l'HIF-PHI améliorent la production de GR, ils n'améliorent pas la 

durée de vie des GR chez les patients atteints d'IRC [257]. Une nouvelle stratégie thérapeutique 

potentielle consiste à cibler spécifiquement l’IS des patients atteints d'IRC en utilisant 

l'absorbant oral AST-120. Une étude a montré que l'association de l'AST-120 et d'un traitement 

par ASE a amélioré les taux d’Hb [188] mais sans affecter les taux de créatinine sérique [258]. 

Le développement de traitements plus physiologiques et plus efficaces est donc nécessaire pour 

l'anémie liée à l'IRC.  
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VI. Conclusion et perspectives 

 

L'anémie est une conséquence commune de l'IRC qui est associée aux MCV et à une 

augmentation de la morbi-mortalité chez ces patients. La combinaison de modèles d’étude in 

vitro et in vivo nous a permis de confirmer que l'IS est capable d'affecter la viabilité et la 

différenciation cellulaire des progéniteurs érythroïdes altérant l'érythropoïèse et contribuant au 

développement de l'anémie dans l'IRC. Le blocage des cellules au stade BFU-E et la 

dérégulation de l’EPO-R pourrait expliquer le retard de différenciation observé avec la 

diminution des cellules érythroïdes matures et l’augmentation des cellules en apoptose (Figure 

27). 

 

Figure 27. Schéma récapitulatif des résultats obtenus 

 

Le modèle de souris 5/6 Nx est le plus proche de ce que l’on observe chez les patients en IRC. 

Il est intéressant de regarder dans la globalité tout ce qui se passe au moment de la maladie. 

Notre étude s’est basée sur la MO, mais on a récupéré après le sacrifice des souris les reins et 

le foie. L’expression relative de plusieurs gènes (EPO, Hepcidine, HIF-2α) serait à quantifier 
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dans les principaux organes impliqués. Il serait intéressant de regarder les mécanismes 

compensatoires et démontrer que l’augmentation de l’EPO dans le sérum des souris est liée à 

la production de l’EPO à partir du foie et non pas à partir du 1/3 de rein restant.  

Les résultats du Nanostring n’ont pas été très concluants. À l’avenir la technologie du RNA seq 

sera utilisée afin d’identifier les miARNs les plus dérégulés lors du passage du stade BFU-E 

vers CFU-E en utilisant des cellules primaires CD34+.  Par la suite, en fonction des résultats 

obtenus nous pourrons moduler l’expression des miARNs en utilisant des mimic miARNs ou 

des anti miARNs pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans le 

blocage des cellules au stade BFU-E. 

À ce jour, la plupart des recherches sur l'IRC se sont concentrées sur les miARNs, mais on ne 

sait pas grand-chose du rôle des LncARNs. Dans notre revue sur les ARNnc, les LncARNs 

NOP14-AS1 et LncARNs HCP5 sont dérégulés durant l’IRC [191]. Il serait intéressant 

d’étudier l’expression de ces deux LncARNs dans nos modèles cellulaires. Une caractéristique 

prometteuse des lncARNs est qu'ils sont plus spécifiques de tissus ou de types cellulaires donnés 

que les ARNm ou les miARNs. Ces dernières années, les lncARNs ont été de plus en plus 

reconnus comme étant impliqués dans la pathophysiologie de diverses maladies rénales. Les 

lncARNs sont des biomarqueurs pronostiques émergents dans les maladies rénales et peuvent 

dans l’avenir servir de cibles thérapeutiques pour réduire les dommages rénaux. 

Enfin, l’hypothèse d’un effet de l’IS sur un changement phénotypique n’a pas pu être confirmée 

lors de notre étude. Une autre perspective serait de caractériser avec des marqueurs 

membranaires en CMF la population qui coexiste avec les cellules érythroïdes lors de la 

différenciation érythroïde. On peut utiliser des marqueurs spécifiques de la lignée myéloïde 

(par exemple, mégacaryocyte, monocyte et granulocyte).  
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Figure 28. L’effet de l’IS sur la nécrose dans les UT7/EPO 
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Résumé 
 

L'insuffisance rénale chronique (IRC) est un problème de santé mondial caractérisé par une 

détérioration progressive de la fonction rénale. Elle est associée à des taux sériques élevés de 

toxines urémiques, tel que l’indoxyl sulfate (IS), qui peut induire plusieurs complications 

urémiques. L'anémie est l'une des principales complications chez les patients atteints d'IRC qui 

contribue aux maladies cardiovasculaires et augmente la morbi-mortalité chez ces patients. En 

utilisant des modèles cellulaires et précliniques, nous avons étudié les effets cellulaires et 

moléculaires de l'IS sur la prolifération et la différenciation des cellules érythroïdes. Tout 

d'abord, nous avons examiné l'effet de l’IS à des concentrations retrouvées chez ces patients 

(jusqu'à 250 µM) sur la lignée cellulaire UT7/EPO. L'IS à 250 µM a augmenté l'apoptose des 

cellules UT7/EPO à 48h par rapport à la condition contrôle. Ensuite, dans des cellules primaires 

humaines CD34+ traitées par l’IS et dans un modèle de souris néphrectomisées 5/6 (5/6 Nx), un 

blocage au stade burst-forming unit-erythroid (BFU-E) de l'érythropoïèse a été observé. Enfin, 

l'IS dérégule un certain nombre de gènes liés à l'érythropoïèse, tels que GATA-1, le récepteur 

de l'érythropoïétine (EPO-R) et la β-globine. Nos résultats suggèrent que l'IS pourrait affecter 

la viabilité cellulaire et la différenciation des progéniteurs érythroïdes altérant ainsi 

l'érythropoïèse et contribuant au développement de l'anémie dans l'IRC. 

 

Mots clés : Indoxyl sulfate, érythropoïèse, maladie rénale chronique, progéniteurs érythroïdes, 

anémie, apoptose. 

 

Abstract 
 

Chronic kidney disease (CKD) is a global health condition characterized by a progressive 

deterioration of kidney function. It is associated with high serum levels of uremic toxins, such 

as Indoxyl Sulfate (IS), which may participate in the genesis of several uremic complications. 

Anemia is one of the major complications in CKD patients that contribute to cardiovascular 

disease and increase morbi-mortality in these patients. Using cellular and pre-clinical models, 

we studied cellular and molecular effects of IS on the growth and differentiation of erythroid 

cells. First, we examined the effect of clinically relevant concentrations of IS (up to 250 µM) 

in the UT7/EPO cell line. IS at 250 µM increased apoptosis of UT7/EPO cells at 48h compared 

to the control condition. Then, in IS-treated human primary CD34+ cells and in a 5/6 

nephrectomized (5/6 Nx) mice model, a blockage at the burst-forming unit-erythroid (BFU-E) 

stage of erythropoiesis was also observed. Finally, IS deregulates a number of erythropoietic 

related genes such as GATA-1, Erythropoietin-Receptor (EPO-R), and β-globin. Our findings 

suggest that IS could affect cell viability and differentiation of erythroid progenitors by altering 

erythropoiesis and contributing to the development of anemia in CKD. 

 

Keywords: Indoxyl sulfate, erythropoiesis, chronic kidney disease, erythroid progenitors, 

anemia, apoptosis. 


