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sont représentés avec + SEM (n=6), analysés avec un test T de Student, non pairé (**p<0.01). ................ 59



INTRODUCTION GENERALE



I. Physiologie rénale

1. Anatomie

a. Structure macroscopique du rein

Les reins sont localisés dans la zone postérieure de 1’abdomen, de part et d’autre de la

colonne vertébrale, entre la douzieme vertebre thoracique et la troisieme lombaire. Ils sont

surmontés d’une glande surrénale, organe appartenant au systeme endocrinien. Chaque rein est

relié a la circulation sanguine par une artére et une veine rénale, et est entouré d’une capsule

fibreuse sous laquelle se trouve le parenchyme rénal. Ce parenchyme est composé de deux

régions distinctes : la zone périphérique dite corticale (ou cortex) qui recouvre la zone interne

dite médullaire (ou médulla). Chez I’Homme, la zone médullaire est constituée de plusieurs

lobes en forme de cones appelés pyramides de Malpighi dont les sommets, appelés papilles,

débouchent dans les calices. Les calices donnent naissance au bassinet qui recueille [’urine

formée dans le tissu rénal et en assure I’écoulement dans la vessie via I’uretére [voir Figure 1]

(Giebisch, 2013).

Veine rénale
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Bassinet
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Figure 1 : Schéma d'une coupe longitudinale d’un rein humain, représentant ses structures anatomiques.



b. Ultrastructure du néphron

Chez I’Homme, chaque rein est constitué d’environ 1 million de néphrons (contre 35 000
chez le rat). Il est I’unité fonctionnelle et structurale du rein et chaque néphron est composé de
différents segments. Le corpuscule de Malpighi (aussi appelé corpuscule rénal) forme la
premiere partie du néphron. Il permet la filtration du plasma et la formation de 1’urine primitive.
Il est constitué d’une capsule €pithéliale appelée « capsule de Bowman » qui enveloppe un
réseau capillaire en peloton appelé « glomérule ». Le glomérule est situé entre une artériole
afférente, qui permet I’arrivée du sang circulant, et une artériole efférente. La capsule de
Bowman est formée de deux feuillets, un feuillet pariétal (externe) et un feuillet viscéral
(interne). Les deux sont séparées par une cavité appelée « chambre urinaire » ou s’accumule le
sang filtré appelé « ultrafiltrat ». Alors que le feuillet pariétal est composé d’un épithélium
pavimenteux simple, le feuillet viscéral est composé de cellules épithéliales différenciées
appelées « podocytes ». Les podocytes recouvrent, par leurs extensions appelées « pédicelles »,
les cellules endothéliales des capillaires glomérulaires et en association avec la membrane
basale des capillaires forment la barriere de filtration glomérulaire. Cette barriere permet de
retenir les grosses molécules supérieures a 68 kD ainsi que les cellules sanguines lors de la
filtration du sang [voir Figure 2B].

L’urine primitive transite ensuite le long des différents segments tubulaires du néphron
ou elle sera transformée par différents mécanismes de réabsorption et de sécrétion afin de
donner I'urine définitive. Le tubule proximal fait suite au corpuscule de Malpighi et forme
plusieurs circonvolutions avant de descendre de maniere rectiligne dans la médullaire. Le
segment suivant est I’anse de Henle, qui est composé de la branche gréle descendante qui se
finit en épingle a cheveux et qui est suivie de la branche ascendante remontant vers le cortex.
La fin de la branche large ascendante de 1’anse de Henle possede des cellules différenciées,
appelées macula densa (Giebisch, 2013). La macula densa est en contact avec les artérioles
afférentes et efférentes du glomérule de ce méme néphron formant 1’appareil juxtaglomérulaire.
Cette structure endocrine permet la régulation de chaque néphron, et la régulation du débit de
filtration glomérulaire. C’est un biosenseur jouant un rdle central dans la détection des
modifications de la composition du liquide tubulaire permettant d’adapter le fonctionnement
rénal. En effet, les cellules de la macula densa sont capables de détecter la concentration de
chlore (CI') environnant et de sécréter en réponse de 1’adénosine, ou de la prostaglandine E2
pour inhiber ou stimuler la synthese de rénine par les cellules juxtaglomérulaires (aussi appelées
cellules granulaires). La rénine permet de maintenir I’homéostasie hydrosodée (Peti-Peterdi and

Harris, 2010; Le ez al., 2013).



On trouve ensuite le tubule contourné distal et le tubule connecteur qui se lie au canal collecteur
[voir Figure 2A]. Le canal collecteur n’est pas considéré comme faisant anatomiquement partie

du néphron car il différe de par son origine embryonnaire (Nagalakshmi and Yu, 2015).
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Figure 2 : Schéma de l'unité fonctionnelle du rein - le néphron (A) et d’une coupe longitudinale du corpuscule
de Malpighi (B).

2. Fonctions du rein

En 1857, le physiologiste Claude Bernard formule le concept de milieu intérieur. Le réel
milieu dans lequel nous vivons n’est pas le milieu extérieur composé d’air ou d’eau, mais le
milieu intérieur dans lequel baignent nos organes. LLes compartiments liquidiens représentent
60% de notre poids corporel et sont protégés par différents dispositifs physiologiques de sorte
que leurs compositions ou leurs volumes ne soient pas impactés par des variations soudaines.
Le rein est I’acteur majeur du maintien de cet équilibre. Il ajuste les excrétions d’eau, de solutés
et d’électrolytes aux apports et élimine les déchets de I’organisme. Son rdle dans le maintien de
la composition et du volume du milieu intérieur participe au contrOle de la pression artérielle a
travers la régulation du volume plasmatique (Taal, Brenner and Rector, 2012). Le rein joue
également un role essentiel dans la régulation de I’équilibre acido-basique (pH plasmatique) et
de I’osmolarité (290 mOsm/L). Il possede aussi une fonction endocrine, avec la synthése 1/ de
rénine qui permet de réguler la pression artérielle 2/d’érythropoiétine qui permet la production
de globules rouges au niveau de la moelle osseuse et 3/ de calcitriol (1,25(OH),D3) qui contrdle

le métabolisme intestinal et osseux du calcium (Kurt and Kurtz, 2015).



Le débit de filtration glomérulaire (ou DFG) correspond au volume de plasma filtré par
les reins par unité de temps. Chez ’Homme, il est d’environ 125 ml/min, formant chaque jour
180L d’ultrafiltrat glomérulaire. Au cours de chaque passage du sang dans les capillaires
glomérulaires, une fraction de I’eau, des électrolytes et des petites molécules s’accumulent dans
la chambre urinaire de la capsule de Bowman constituant ainsi I’ ultrafiltrat (ou urine primitive).
Cette ultrafiltration se réalise sous I’influence des forces de Starling. Les forces de Starling
comprennent les pressions hydrostatiques (forces exercées par un liquide sur les parois de la
surface qui contient ce liquide), oncotiques (forces osmotiques qui attirent I’eau en direction
des protéines) et le coefficient de perméabilité du réseau capillaire.

Les différences de pressions entre les pressions hydrostatiques et oncotiques (Phydrostatique >
Poncotique) favorisent uniquement le passage du sang de la lumiere des capillaires glomérulaires
vers la chambre urinaire et évitent le passage inverse.

Le rein est capable de s’auto-réguler afin de maintenir constant le DFG malgré les variations
de pressions artérielles. Une de ces régulations se fait au niveau de 1’appareil juxtaglomérulaire
[voir la sous partie b)]. Lors d’une augmentation du DFG, la concentration de NaCl augmente
dans le fluide tubulaire. Les cellules de la macula densa de 1’appareil juxtaglomérulaire
détectent cette augmentation et produisent de 1’adénosine qui va induire une vasoconstriction
des artérioles afférentes et donc diminuer le DFG. Lors d’une diminution de la pression
artérielle, le rein répond par une synthese de rénine qui permet la production d’angiotensine II,
puis d’aldostérone, permettant entre autres la vasoconstriction des artérioles afférentes (Le et

al.,2013).

II.Les principaux transports d’ions et de solutés le long du
néphron

1. Le tubule proximal

Le tubule proximal fait suite au corpuscule rénal, il est la continuité du feuillet pariétal de
la capsule de Bowman. Le tubule proximal est composé de 3 parties distinctes. Les segments
S1 et S2, repliés sur eux-mémes, formant le tubule contourné proximal (aussi appelé « pars
convoluta »), localisés dans le cortex et le segment S3, rectiligne, formant le tubule proximal
droit (aussi appelé « pars recta »), localisé dans la médullaire externe [voir Figure 2]. Les
cellules du segment S1 possedent des microvillosités a leur pdle apical, formant une bordure en
brosse dans la lumiere du tubule proximal. Au pole basolatéral, elles présentent des

invaginations de la membrane basale. Ces cellules sont aussi caractérisées par la présence



importante de mitochondries allongées. Caractéristiques marquées dans le segment S1 et qui
s’amenuisent progressivement dans les segments S2 puis S3 (Zhuo and Li, 2013).

Ces caractéristiques cellulaires (microvillosités, ainsi que la forte présence de
mitochondries) illustrent la capacité importante de réabsorption au niveau de cette zone du
néphron. Le tubule proximal recoit I’ urine primitive filtrée par le glomérule, riche en molécules
(protéines de bas poids moléculaire, amino-acides, glucose, eau...) et en ions (Pi, K+, HCO;,
Na*, etc...). Il est capable de réabsorber la totalité des protéines de bas poids moléculaire, les
amino-acides, et le glucose. Il réabsorbe aussi 80% des ions phosphates et bicarbonates, environ
60 a 70% d’eau et des ions Na*, Cl-, K*, Ca?*, et environ 25% des ions Mg?* (Giebisch, 2013).
Au pole apical des cellules, le Na* est réabsorbé en parallele du glucose, des ions phosphates,
et bicarbonates via les transporteurs SGLT, Na-Pi et NBCel respectivement. Les amino-acides
sont réabsorbés via le transporteur B°AT1 présent a la membrane apicale. L’eau, quant a elle,
est réabsorbée via I’aquaporine 1 (AQP1). Cette zone du néphron joue aussi un role central dans
la régulation de 1’équilibre acido-basique en réabsorbant la majorité des ions bicarbonates et en
produisant de I’ammoniaque, permettant aux protons d’étre sécrétés sous forme d’ammonium

(Taal, Brenner and Rector, 2012).

glucose

SGLT1 Na*

SGLT2 Na*,K*-ATPase
NaPi-lla K* TASK-2
NaPi-llc Jl '

——— glucose GLUTL

B°AT1 : GLUT2

3HCOs

NHE3 NBCel-A

Na*

- — _ ‘ —
AQPL  ——= S—— 1,0 AQP1, AQP7
? S ——— /
€ R
—

» Cl', Na*, Mg?*,Ca®*, H,0

Claudines

Figure 3 : Schéma représentant les principales voies de réabsorption du tubule proximal.



2. L’anse de Henle

L’anse de Henle débute a la suite du segment S3 du tubule proximal. Elle se replie sur lui-
méme, formant une structure en épingle a cheveux, et est composée de différents segments. Il
existe deux types d’anses formant les néphrons juxtamédullaire (2 anses longues) et les
néphrons superficiels (a anses courtes). Les anses de Henle longues posseédent un segment fin
appelé « branche gréle descendante » qui s’étend profondément dans la médullaire interne. Le
bout de la branche gréle descendante correspond a la pointe de 1’anse et donne naissance au
segment appelé « branche gréle ascendante » qui est suivi par le segment large appelé « branche
large ascendante » qui remonte vers le corpuscule rénal situé dans le cortex. Les anses de Henle
courtes ont une branche gréle descendante qui s’arréte au niveau de la médullaire externe et
elles ne possedent pas de branche gréle ascendante (Taal, Brenner and Rector, 2012). A
I’inverse du tubule proximal, les cellules présentes dans 1’anse de Henle sont assez pauvres en
mitochondries. C’est une zone du néphron particulierement importante pour la réabsorption de
Na*, Cl-, Mg?* et Ca**. Environ 65% du Mg?* et 25% du Ca** filtrés y sont réabsorbés via la voie
paracellulaire a I’aide des claudines 16 et 19 (de Baaij, Hoenderop and Bindels, 2012; Hanna
et al.,2022). L’anse de Henle réabsorbe aussi 25% du Na* et du CI- filtrés via le co-transporteur
Nat, K*, 2Cl', NKCC2 présent a la membrane apicale des cellules de la branche large
ascendante. Cette protéine est la cible pharmacologique de traitements diurétiques administrés
dans le cadre de I’hypertension artérielle, comme le furosémide (Wittner et al., 1991).

La pompe Na*K*-ATPase, présente a la membrane basolatérale, permet la formation d’un
gradient électrochimique favorable au fonctionnement de NKCC2. Le K* est recyclé au niveau
apical via le canal ROMK [voir Figure 4]. L’imperméabilit¢ a I’eau de la branche large
ascendante entraine une accumulation de NaCl dans I’interstitium qui contribue a la génération
du gradient osmotique cortico-médullaire nécessaire a la conservation de 1’eau. La branche
large ascendante de Henle contribue également a ’homéostasie acido-basique par son role dans
la réabsorption d’environ 15 a 20% du bicarbonate filtré et par son role dans la formation du

gradient d’ammoniaque cortico-médullaire (Stern, Backman and Hayslett, 1985).

10



Na*

NKCC2 2cl 3Na™ Ng* k*-ATPase
K+
—f—p CI clc-Kb
ROMK  Kred———
Claudines 16/19 - » Mg?*, Ca?*

Figure 4 : Schéma représentant les principales voies de transports de la branche large ascendante de I'anse
de Henle.

3. Le tubule contourné distal

Le tubule contourné distal (DCT) fait suite a I’anse de Henle, et forme une circonvolution.
La membrane apicale des cellules est quasiment lisse. En revanche, comme dans le tubule
proximal, la membrane basale présente des invaginations et les cellules possédent un nombre
important de mitochondries. C’est un segment de petite taille, mais essentiel dans la balance du
NaCl et du K*. Il peut €tre divisé en deux parties le tubule contourné distal 1 et 2 (DCT1,DCT?2),
composées de différents types cellulaires et pouvant €tre distinguées par leur réponse aux
minéralocorticoides et le type de transporteur ionique présent. En effet, bien que les cellules du
DCT1 et DCT2 expriment toutes le récepteur minéralocorticoide, seules les cellules du DCT2
peuvent répondre de maniere spécifique a une stimulation de I’aldostérone, car elles expriment
I’enzyme 11BHSD2 qui inactive les glucocorticoides. La réabsorption de NaCl se fait via le co-
transporteur Na*, 2Cl-, NCC qui est exprimé dans toutes les cellules du DCT mais seules les
cellules du DCT2 expriment également le canal Na* sensible a I’amiloride, ENaC [voir Figure
S]. NCC est sensible aux thiazides, traitement pharmacologique administré dans le cadre de
I’hypertension. En plus de sa forte capacité a réabsorber du NaCl, le DCT est aussi un segment
crucial dans I’homéostasie du K*. Bien qu’il ne contribue pas directement a la sécrétion et a la
réabsorption du K+, le DCT contrdle la délivrance de Na* aux segments suivants qui sécretent
du K+ de maniere Na*-dépendante. Le transport de Mg?* et Ca?* se fait en transcellulaire via les

canaux TRPM6 et TRPVS, respectivement (Giebisch, 2013).
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Figure 5 : Schéma représentant les principales voies de transports du tubule contourné distal.

4. Le tubule connecteur et le canal collecteur

Le tubule connecteur (CNT) fait la jonction entre le tubule contourné distal et le canal
collecteur. La longueur du tubule connecteur dépend du type de néphron ; juxtamédullaire ou
superficiel. Etant donné que les tubules contournés distaux sont profonds dans les néphrons
Jjuxtamédullaires, les tubules connecteurs remontent tout le cortex du parenchyme rénal
fusionnant avec plusieurs tubules contournés distaux avant de rejoindre le canal collecteur. A
I’inverse, dans les néphrons superficiels le tubule connecteur joint directement le canal
collecteur (McCormick and Ellison, 2014).
Le canal collecteur (CD) est rectiligne traversant le parenchyme rénal cortical et médullaire
jusqu’aux papilles. Il collecte les urines d’une quinzaine de néphrons a la fois. Il est composé
de différents segments ; le canal collecteur cortical (CCD), le canal collecteur de la médullaire
externe (OMCD) et le canal collecteur de la médullaire interne (IMCD). Au niveau du CNT,
CDD et OMCD nous retrouvons deux grands types cellulaires. Les cellules principales qui
représentent 60 a 70% de la population cellulaire, et les cellules intercalaires qui représentent
302a40% de la population cellulaire. Les cellules intercalaires sont subdivisées en trois groupes,
les cellules intercalaires de type A (ICA), les cellules intercalaires de type B (ICB) et les cellules
intercalaires non-A non-B. Le ratio de cellules intercalaires change en fonction du segment du
canal collecteur. Chez la souris, le CNT est riche en cellules intercalaires non-A non-B (Kim et
al., 1999). Le CCD contient les trois populations de cellules intercalaires. L’OMCD contient
exclusivement des ICA. Au début de I'IMCD, nous retrouvons une population cellulaire
similaire 2 I’OMCD. A la fin de I'IMCD, nous retrouvons une population cellulaire spécifique

de 'IMCD appelée « cellules IMCD ». Ces dernieres possedent des propriétés fonctionnelles
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mixtes entre les cellules principales et les ICA (Giebisch, 2013; Roy, Al-bataineh and Pastor-
Soler, 2015).

a. Les cellules principales
Les cellules principales jouent un role dans le contrdle et le maintien de la volémie, et donc

de la pression artérielle, mais aussi dans le controle de la concentration plasmatique de K*. En
effet, elles sont essentielles a la réabsorption de Na*, d’eau et a la sécrétion de K*. Elles
possedent, a leur membrane apicale, un cil capable de détecter le flux urinaire ainsi que des
microvillosités qui permettent d’augmenter la surface d’échange (Pearce et al., 2015). Les
cellules principales expriment les canaux ENaC (Na*), ROMK (K*) et AQP2 (H,0) a leur
membrane apicale et la pompe Na*,K*-ATPase ainsi que les canaux AQP3 et AQP4 a leur
membrane basolatérale. La Na*,K*-ATPase permet la création d’un gradient électrochimique
favorable a la réabsorption de Na* et a la sécrétion de K*. En effet, la pompe fait sortir du Na*
vers I’interstitium, créant un gradient électrochimique favorisant la réabsorption de Na* en
apical via le canal ENaC. Cette entrée apicale de Na* favorise la sécrétion apicale de K+ via le
canal ROMK (Wang and Giebisch, 2009) [voir Figure 6]. Les cellules principales sont sous le
controdle de la vasopressine (aussi appelée AVP) et de ’aldostérone. La vasopressine est une
hormone antidiurétique qui permet d’induire la rétention d’eau en réponse a une déshydratation
de I"organisme. L’augmentation de I’osmolarité plasmatique ou la diminution de la volémie
induisent une synthese d’AVP par I’hypothalamus. L’ AVP, relargué par I’hypophyse, va alors
induire via son récepteur V2 une stimulation de I’AQP2 permettant la réabsorption d’eau
(Moeller and Fenton, 2012). Lors d’une baisse de la volémie, ou lorsqu’il y a trop de K* dans
le plasma, les glandes surrénales induisent une synthese d’aldostérone. L’aldostérone est une
hormone minéralocorticoide qui va induire, via son récepteur minéralocorticoide (MR), une
activation du canal ENaC et donc une réabsorption massive de Na*, permettant de rétablir la
volémie. Cette réabsorption massive de Na* favorise un gradient électrochimique induisant une
sécrétion importante de K+ via ROMK, rétablissant ainsi la concentration de K* dans le plasma

(Pearce et al., 2015).

b. Les cellules intercalaires de type A
Les cellules intercalaires de type A possédent des microvillosités a la membrane apicale et

une quantité importante de mitochondries (Madsen, Verlander and Tisher, 1988). Leur role le
mieux décrit et le plus étudié est la sécrétion de protons dans les urines, notamment dans le cas
d’une acidose métabolique. Elles possedent a leur membrane apicale la pompe H*-ATPase, et
a leur membrane basolatérale I’échangeur CI/HCOs AEl1, permettant ainsi la sécrétion de

proton, et la réabsorption d’ions bicarbonates. Une entrée de CO, se fait a la membrane
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basolatérale des ICA, ou I’anhydrase carbonique (CAII) intracellulaire catalyse son hydratation
avec une molécule d’H,0, pour produire un ion bicarbonate et un proton. Le proton est sécrété
dans les urines via la pompe H*-ATPase, et I’ion bicarbonate est réabsorbé vers I’interstitium
via ’échangeur AE1 (Almomani et al., 2014) [voir Figure 6]. La H* -ATPase et AE1 sont
stimulés lors d’une acidose métabolique (Bastani et al., 1991). Les ICA expriment aussi la
pompe H*K*-ATPase de type 2 au pdle apical, qui permet la réabsorption de K* lorsque
I’organisme est en carence potassique ou durant la gestation, dans les deux cas sous 1’action de
la progestérone (Elabida et al., 2011; Salhi et al., 2013). Lors d’un régime riche en K*, c’est le
canal potassique BK, aussi présent a la membrane apicale, qui permet la sécrétion de K+ vers la
lumiere (Najjar et al., 2005). En plus de leur role dans 1’équilibre acido-basique et potassique
de I'organisme, il a récemment été démontré par notre laboratoire que les ICA intervenaient
aussi dans la balance du Na*. En effet, elles expriment a la membrane basolatérale un co-
transporteur Na*, K*, 2Cl', NKCC1 qui permet I’entrée de NaCl dans la cellule depuis
I’interstitium. Le Na* est alors sécrété a la membrane apicale via la pompe versatile HKA?2, qui
est aussi capable de fonctionner en tant que Na*, K*-ATPase (Morla et al.,2016). 11 a également
été démontré que les ICA servent a la fois de sentinelles et d’effecteurs dans la défense contre
les infections urinaires. Elles sont capables de se lier aux bactéries pathogenes E. Coli et
d’induire en réponse une acidification des urines ainsi que la sécrétion de la protéine
bactériostatique lipocaline 2 (aussi appelée NGAL). La lipocaline 2 permet de priver les

bactéries des molécules de fer de I’hote essentielles a leur développement (Paragas et al.,2014).

c. Les cellules intercalaires de type B
Les cellules intercalaires de type B sont impliquées dans la sécrétion d’ions bicarbonates.

Elles présentent une polarité quasiment opposée a celles des ICA, exprimant la pompe H*-
ATPase en basolatérale et un échangeur CI/HCO3- (Pendrine) a la membrane apicale. Cela
permettant la sécrétion d’ions bicarbonates et la réabsorption de protons (Brown, Hirscht and
Gluck, 1988; Royaux et al., 2000). Les ICB contribuent également a la réabsorption
électroneutre de NaCl. En effet, la pendrine fonctionne en tandem avec I’échangeur HCOs,
Na*/Cl',NDCBE afin de permettre la réabsorption neutre d’ une molécule de Na* et de CI. Les
ions CI sortent vers I'interstitium via le canal CIC-K2 exprimé au niveau de la membrane
basolatérale. Et les ions Na* et HCO; rejoignent ’interstitium via le co-transporteur Na*/HCO3-
AE4 (Roy, Al-bataineh and Pastor-Soler, 2015) [voir Figure 6]. L’expression de la pendrine,
spécifique aux ICB, est diminuée lors d une acidose métabolique et stimulée lors d’une alcalose
métabolique (Royaux et al., 2000; Hafner et al., 2008). L’aldostérone et 1’angiotensine 1I

augmentent également les niveaux de pendrine (Verlander et al., 2011; Wall, 2016). De plus,
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la pendrine modifie l'activité du canal ENaC en partie en modifiant la concentration luminale
de HCO; (Wall, 2016). Cela fait de la pendrine une cible thérapeutique potentielle pour le

contrdle de la pression artérielle.

NDCBE Pendrine ROMK ENaC H*, ATPase  H',K" ATPase type 2

Na*, K*, CI Na*, K*, CI

2HCOs7, Na* 2Cl Na* K+

CIC-KZ Cl' Na+2CI' K+
AE4 H*, ATPase Na* K* ATPase CLC-Kb AE1 NKCC1

Figure 6 : Représentation schématique des types cellulaires et des transports ioniques présents dans le
tubule connecteur et canal collecteur. CP : Cellules principales, ICA : Cellule intercalaire de type A, ICB :
Cellule intercalaire de type B.

I1I. Homéostasie du potassium

Le potassium (K*) est le cation le plus abondant présent dans notre organisme, il est essentiel
a de nombreuses fonctions physiologiques, comme la régulation du volume cellulaire, le
maintien du potentiel de repos membranaire, I’activité cardiaque et neuromusculaire. La teneur
totale du corps en K* est maintenue constante autour de 50 a 55 mmol de K*/kg de poids
corporel. Environ 98% du K+ présent dans |’organisme est intracellulaire dont 80% sont stockés
dans les muscles squelettiques. Seulement 2% du K+ de notre organisme est extracellulaire. Il
est le constituant principal de nos cellules avec une concentration de 120 mmol/L. Dans les
liquides extracellulaires, sa concentration est d’environs 4 mmol/L.. Ce gradient ionique
([K*|intracettutaire > [K* Jextracennutaire) €5t g€néré par la pompe Nat, K*-ATPase présente a la membrane
plasmique de toutes les cellules. Il permet le maintien du potentiel de membrane, nécessaire a
I’activation des cellules nerveuses et musculaires. Un exceés de K* dans les fluides
extracellulaires diminue le potentiel de membrane. A I’inverse, une carence en K* induit une
hyperpolarisation de la membrane [voir Figure 7]. Ainsi, la concentration de K* dans notre
sang, appelée kaliémie, doit &tre maintenue dans des limites physiologiques tres étroites entre

3,5 mmol/L — 5 mmol/L, quels que soient les apports quotidiens. Lorsque la valeur plasmatique
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de K* est au-dessus de 5Smmol/L, nous parlons d’hyperkaliémie. A I’inverse, lorsqu’elle est en
dessous de 3,5mmol/L, nous parlons d’hypokaliémie. Ces deux conditions sont pathologiques,
et le reflet d’un déséquilibre dans 1’homéostasie du potassium, provoquant |’apparition de

troubles musculaires et/ou neurologiques pouvant aller jusqu’au déces.
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Figure 7 : Les effets de la variation de la concentration plasmatique de potassium sur le potentiel de repos
membranaire d'une cellule excitable. Une concentration de potassium (K*) plasmatique élevée rend le
potentiel de repos membranaire moins négatif et diminue ['excitabilité en inactivant les canaux sodium
responsables de la phase dépolarisante du potentiel d'action. Une valeur plasmatique de potassium faible
hyperpolarise le potentiel de repos membranaire et réduit ainsi l'excitabilité car un stimulus plus important
est nécessaire pour induire une dépolarisation et atteindre le seuil d’excitation.

Afin de maintenir un équilibre constant de la kaliémie, notre organisme met en place une
régulation coordonnée entre les mécanismes de stockage/libération des réserves de K+ (balance

interne) et les mécanismes de rétention/excrétion de K* (balance externe) [voir Figure 8].
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Figure 8 : Représentation schématique de I'homéostasie du potassium. Notre organisme est constitué en moyenne
de 55 mmollkg de poids corporel de K*. 98% du K* est intracellulaire, les 2% restant sont extracellulaires.
L’organisme a pour objectif de maintenir la concentration en K* extracellulaire (kaliémie) dans des valeurs
physiologiques étroites. Pour cela, le K* peut étre absorbé ou libéré des compartiments intracellulaires (balance
interne) d’une part, et réabsorbé ou excrété par les reins et intestin, d’autre part (balance externe). GR :
Globules rouges.

1. La balance interne de I’homéostasie potassique

La notion de balance interne fait référence aux mouvements de K* entre le fluide
intracellulaire et le fluide extracellulaire. Les compartiments de stockage intracellulaires de K*
peuvent réabsorber ou libérer du K+ dans 1’espace extracellulaire de maniere rapide. Alors que
la libération de K+ dans I’espace extracellulaire est un processus passif se faisant via les canaux
et transporteurs, le stockage de K+ dans les cellules musculaires est actif, et médié€ par la pompe
Nat,K*-ATPase. L’acteur majeur de la balance interne de I’homéostasie potassique est le
muscle. Cependant, le K* est aussi stocké dans les globules rouges, le foie, et les os.
Ce faisant, les facteurs de régulation comme les hormones thyroidiennes, I’insuline, 1’exercice,
modifient la quantit¢ de Na*,K*-ATPase a la membrane des cellules musculaires et ont un
impact direct sur la concentration de K* extracellulaire en modifiant 1’entrée de K* dans les
cellules. Un repas induit un apport d’énergie par le glucose, mais aussi un apport important de
K* présent dans les viandes, fruits et Iégumes. Les organismes vivants ont sélectionné le méme
mécanisme de régulation, qui implique principalement I’insuline, pour évacuer le glucose et le
K* du plasma afin d’éviter les conséquences néfastes de 1’augmentation de leur concentration
plasmatique. En effet, I’insuline agit sur les cellules du muscle squelettique en augmentant
I’expression des transporteurs de glucose (glut-4) et de K* (Na*,K*-ATPase). Pendant la période
de jeline, les apports en K* étant faibles, la réserve intracellulaire de K* est lentement libérée
dans le compartiment plasmatique permettant ainsi a I’organisme de maintenir une kaliémie
constante (Youn and McDonough, 2009). L’ inhibition de la sécrétion d’insuline par un agoniste
de la somatostatine empéche le stockage du K* et provoque alors une hyperkaliémie (Sargent
and Deppe, 1994). Le systéeme nerveux sympathique joue aussi un role dans la balance du K*
intracellulaire et extracellulaire. En effet, les catécholamines impactent la distribution du K* par
I’activation des récepteurs adrénergiques a et (2. La stimulation des récepteurs de type o
induit une libération du K+ depuis les cellules vers le compartiment extracellulaire, alors
que la stimulation des récepteurs z2-adrénergiques induit un stockage du K+ dans les
cellules. L’activation des récepteurs de type 32 est particulierement importante a la suite
d'un effort physique important, qui induit la libération de K+ dans le compartiment

extracellulaire, afin d’éviter '’hyperkaliémie (Taal, Brenner and Rector, 2012)

17



2. Balance externe de I’homéostasie potassique : I’excrétion intestinale de
potassium

La notion de balance externe fait référence aux mouvements de K* entrant et sortant de
I’organisme. Le cOlon participe a 1’homéostasie potassique par sa capacité a réabsorber ou
sécréter du K* selon les apports journaliers (Sorensen et al.,2010; Rajendran and Sandle, 2018).
Dans des conditions physiologiques, seulement 10% des apports en K* sont excrétés dans les
feces, ce qui semble négligeable face a I’excrétion rénale de K*. Cependant, lors d’une
insuffisance rénale, la part d’excrétion de K* par le c6lon devient plus importante (Martin et al.,
1986). 11 est intéressant d’observer que selon la position des cellules du cdlon (colonocytes), les
transporteurs exprimés et donc leur capacité de réabsorption et de sécrétion sont différentes. A
la surface des villosités, les colonocytes réabsorbent le K* par la pompe H* K*-ATPase de type
2 (HKA2) qui est exprimée au pOle apical des cellules. La HKA2 est un transporteur
électroneutre composé de deux sous-unités ; une sous-unité catalytique o (codée par le gene
Atpl12a) associée a une sous-unité B (codé par le géne Atplbl dans le cdlon (Burnay et al.,
2001; Scudieri et al., 2018)). L’absence de la pompe HKA?2 induit une perte fécale de K*
(Meneton et al., 1998). Que ce soit a la surface des villosités ou au niveau des cryptes, les
colonocytes sont capables de sécréter du K*. Dans les deux cas, I’entrée du K* dans la cellule
est médiée au pole basolatéral par la pompe Na*, K*-ATPase (et le co-transporteur Na*-K+-2Cl-
, NKCC1 au niveau des cryptes). Le K* est sécrété ensuite vers la lumiere via les canaux K* BK
au pole apical [voir Figure 9]. Cette voie de sécrétion est régulée par 1’aldostérone qui stimule
I’expression de la Na*, K*-ATPase et des canaux K* (Foster, Hayslett and Binder, 1984;
Sgrensen et al., 2008; Singh et al., 2012). Dans le cdlon, I’aldostérone stimule également
I’expression des sous-unités f et ¥ du canal sodique épithélial ENaC, mais pas la sous-unité a
(Lingueglia et al., 1994; Asher et al., 1996; Epple et al., 2000; Bertog et al., 2008).
Contrairement a son role majeur dans I’excrétion rénale de K* dans le rein, ENaC n’est pas un
acteur majeur de la sécrétion de K* par le codlon. Il a été observé que le processus de sécrétion
de K* par le colon n’est pas altéré par 1’administration d’un inhibiteur du canal ENaC,
I’amiloride (Edmonds, 1981; Rechkemmer and Halm, 1989). De plus, ce processus n’est pas

non plus altéré chez les souris délétées du gene codant la protéine ENaC (Malsure ef al., 2014).
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Figure 9 : Représentation schématique du transport de potassium au niveau du colonocyte. Processus de
sécrétion et réabsorption par les colonocytes selon leur localisation. Les colonocytes présents au niveau de la
crypte sont capables de sécréter du K* alors que les colonocytes présents au niveau de la surface des villosités
sont capables de sécréter et réabsorber du K+ grdce a l’expression de la HKA2.

3. Balance externe de I’homéostasie potassique: 1’excrétion rénale de
potassium

Le rein est ’acteur majeur de la balance externe du K*. Il joue un rdle essentiel dans le
maintien de la kaliémie. Pour cela, son excrétion urinaire doit €tre égale aux apports journaliers.
L’excrétion rénale de K+ se fait a la suite de la filtration glomérulaire et durant le transport du
K* le long du tubule rénal. En conditions physiologiques, et lors d’un régime normal, le tubule
proximal réabsorbe 67% du K* filtré. Les segments S1 et S2 du tubule proximal réabsorbent du
K+ alors que le dernier segment S3 sécrete du K+. La sécrétion de K+ le long du segment S3 se
fait par diffusion via la voie paracellulaire (Jamison, 1987). La réabsorption de K* est
majoritairement paracellulaire et suit la réabsorption des fluides, du Na* et des autres solutés.
(Kaufman and Hamburger, 1985; Bomsztyk and Wright, 1986). Bien que I’excrétion rénale de
K* soit constante au niveau du tubule proximal, des changements dans la réabsorption du Na*

et Cl- dans cette zone du néphron modifient le flux tubulaire et I’apport de Na* au niveau du

19



néphron distal, impactant I’excrétion de K*. Les mécanismes permettant une réabsorption de K*
transépithéliale sont encore peu clairs et ce moyen de réabsorption ne semble pas jouer un role
majeur (Kaufman and Hamburger, 1985). Environ 20% du K* filtré est réabsorbé au niveau de
I’anse de Henle. Les cellules de la branche large ascendante de I’anse de Henle, expriment a
leur membrane apicale un co-transporteur Na*, K+, 2Cl-, NKCC2, qui permet la réabsorption de
K*, CI' couplé au Na* ainsi qu’un canal potassique ROMK. A leur membrane basolatérale on
retrouve une pompe Na*, K* - ATPase, des canaux K* et Cl-. Ces différents transporteurs
permettent la réabsorption massive de NaCl, qui induit une dépolarisation de la membrane
basolatérale (due a la diffusion électrogénique de CI') et une hyperpolarisation de la membrane
apicale (due a la diffusion électrogénique de K+). Cela crée un voltage transépithéliale lumiere-
positive qui induit une réabsorption passive de Na* et K* par la voie paracellulaire. La majorité
des ions K* accumulés dans les cellules via NKCC2 sont recyclés par la membrane apicale
contribuant a la réabsorption de NaCl (Greger, 1985).

L'anse de Henle joue un role essentiel dans le recyclage du K+ médullaire. Il a ét€¢ démontré
qu’une fraction du K* sécrété par les canaux collecteurs corticaux est réabsorbée par les canaux
collecteurs médullaires (et par la branche ascendante large de 1’anse de Henle) puis sécrétée au
niveau des branches gréles descendantes de I’anse de Henle, provoquant une accumulation de
K* dans [Dinterstitium médullaire. Cette accumulation du K*, par recyclage, permet
I’augmentation du flux tubulaire et I’arrivée de Na* au niveau du néphron distal favorisant ainsi
la sécrétion de K+ a ce niveau (Stokes, 1982).

Au niveau du tubule proximal et de 1’anse de Henle, le pourcentage de K* réabsorbé reste
constant. Le néphron distal (tubule contourné distal, tubule connecteur) et le canal collecteur
sont capables de réabsorber, mais aussi de sécréter du K*. Dans cette zone du néphron, le
pourcentage de réabsorption et de sécrétion de K+ est modulé par des facteurs et hormones de
régulations. Un apport riche en K* induit une augmentation de la sécrétion et une inhibition de
la réabsorption de K*. A I’inverse, un apport faible en K* induit une augmentation de la
réabsorption et une inhibition de la sécrétion de K* [voir Figure 10]. Dans cette zone du
néphron, ce sont les cellules du tubule contourné distal, les cellules principales et les cellules

intercalaires de type A qui interviennent dans la sécrétion et la réabsorption de K*.
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Figure 10 : Transport de potassium le long du néphron. L'excrétion finale de K* dépend de la
quantité de K* réabsorbé ou sécrété au niveau du néphron distal et du canal collecteur. Les
pourcentages correspondent a la quantité de K* filtré réabsorbé ou sécrété. A gauche, 15 a 80% du
K~ filtré est excrété lors d’un régime normal ou riche en K*. A droite, 1% du K~ filtré est excrété lors
d’une restriction potassique. PT : Tubule proximal. TAL : Branche large ascendante de Henle. DT :
néphron distal. CD : Canal collecteur.
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a. Homéostasie du K* au niveau du tubule contourné distal
Le tubule contourné distal (DCT) est un senseur de K* qui, bien qu’il ne contribue pas

directement a la sécrétion et a la réabsorption du K*, contrdle 1’arrivée de Na* aux segments
suivants qui sécretent du K+ de maniere Na*-dépendante via la modulation du co-transporteur
NCC. Pour rappel, le DCT est constitué d’une partie proximal appelée DCT1 et d’une partie
distale appelée DCT2. La prise d’un repas induit une augmentation de la concentration
plasmatique de K* qui engendre I’inhibition du co-transporteur NCC. Cette inhibition de la
réabsorption de Na* par NCC induit une augmentation du flux et de I’arrivée de Na* au niveau
du DCT?2 et du canal collecteur. En parallele, I’augmentation de la concentration plasmatique
de K* stimule la synthése d’aldostérone qui stimule la sécrétion de K* via le canal potassique
ROMK. L’augmentation du flux et la syntheése d’aldostérone favorisent également la sécrétion
de K* via le canal potassique BK (Michael J Field, Stanton and Giebisch, 1984; McCormick
and Ellison, 2018). Il a été démontré dans la littérature, que I’augmentation de la kaliémie induit
une dépolarisation des cellules du DCT1, conduisant a une élévation du Cl- intracellulaire. Cette
élévation du Cl intracellulaire inhibe I’activité de WNK4 diminuant [’activit¢ de SPAK
provoquant une diminution de I’activité de NCC (Bazita-Valenti ez al., 2014). A I’inverse, lors
d’une carence potassique, NCC est activé permettant de limiter I’arrivé de Na* au niveau du

DCT?2 et du canal collecteur inhibant la sécrétion de K*. Lors d’un régime faible en K*, la
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concentration en K* extracellulaire est inférieur a la concentration K* intracellulaire créant un
gradient électrochimique favorable a la sortie de K* par le canal potassique Kir 4.1/Kir 5.1
(Wang, 2017). Cette sortie de K* induit une hyperpolarisation de la membrane plasmique et
donc I’ouverture des canaux CI-. Le CI- intracellulaire diminue, induisant une levée d’inhibition
de WNK4 qui active a son tour SPAK engendrant une activation de NCC (Baztia-Valenti et al.,
2014). De plus, un régime faible en K* induit une prolifération des cellules du DCT (Saritas et

al.,2019).

b. Les mécanismes cellulaires du transport de K* par les cellules principales
Le mécanisme de sécrétion de K* au niveau des cellules principales du sang vers la lumiere

tubulaire se fait en deux temps. (1) Le K* passe du sang vers le compartiment intracellulaire via
la pompe Na*K*-ATPase présente a la membrane basolatérale. (2) Le K* est sécrété du
compartiment intracellulaire vers la lumiere tubulaire par diffusion via les canaux potassiques
ROMK, BK et le symport K*, 2Cl-, KCC1 présents a la membrane apicale. La pompe Na*,K*-
ATPase permet de créer un gradient électrochimique favorable a la sortie apicale de K*. De
plus, I’entrée apicale de Na* via le canal ENaC permet la génération d’un gradient
électrochimique lumiere-négatif favorisant aussi la sécrétion apicale de K* via les canaux

potassiques [Figure 6] (Palmer, 2015; Pearce et al., 2015).

Modulations de la sécrétion de potassium par les cellules principales
L’aldostérone est un facteur de régulation important qui stimule la sécrétion de K*. Sa

production est stimulée par une élévation de la kaliémie qui peut faire suite, entre autres, a une
charge orale de K* (Palmer and Clegg, 2022). Elle n’agit pas directement sur les canaux
potassiques mais induit une stimulation du canal ENaC et donc favorise la création du gradient
électrochimique favorable a la sécrétion de K*. L’aldostérone induit une augmentation du canal
ENaC par différents mécanismes. Tout d’abord, elle stimule I’expression de la sous-unité a du
canal, favorisant I'assemblage du canal avec les sous-unité abondantes 3 et Y (Mick et al,
2001). Elle induit également la translocation d’ENaC du compartiment cytoplasmique a la
membrane apicale (Loffing et al/, 2001). Par ailleurs, 'aldostérone stimule la production
de la serine-thréonine kinase SGK1 qui favorise la I'expression du canal ENaC a la
membrane apicale (Naray-Fejes-Téth et al, 1999). SGK1 agit en inhibant I'ubiquitination,
et donc la dégradation, par I'ubiquitine ligase Nedd4-2 du canal ENaC (Snyder, Olson and
Thomas, 2002)[voir Figure 11].
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Figure 11 : Mécanismes de régulation du canal ENaC par l'aldostérone via la kinase SGK et
l'ubiquitine ligase Nedd4-2. En absence d’aldostérone, Nedd4-2 se lie au canal ENaC et I'ubiquitine
induisant une endocytose puis une dégradation du canal. En présence d’aldostérone, il y a synthése de
la kinase SGK qui phosphoryle Nedd4-2, empéchant la dégradation d’ENaC, favorisant son expression
a la membrane plasmique.

Enfin, I’aldostérone stimule le canal ENaC par I’'induction de protéases activatrices de canaux
CAP 1,2 et 3. Ces protéases sont capables d’exciser des domaines précis du canal augmentant
sa probabilité d’ouverture (Kleyman, Carattino and Hughey, 2009). L’aldostérone induit aussi
une stimulation de la pompe Na*, K* ATPase a la membrane basolatérale (Petty, Kokko and
Marver, 1981; Mernissi and Doucet, 1983; Mujais et al., 1984).

La prise orale de K+ module également la sécrétion de K+, indépendamment de la synthese
d’aldostérone, par la stimulation directe du canal ENaC et des canaux potassiques (Palmer and
Frindt, 1999). Une charge orale de K* induit la stimulation des canaux BK, de maniere
indépendante de 1’aldostérone (Najjar et al., 2005; Estilo et al., 2008). Le canal potassique
ROMK est aussi stimulé dans ces conditions. En effet, une charge orale potassique induit une
diminution de la forme longue de la kinase sans lysine 1 WNK1-L en faveur de I’augmentation
de sa forme tronquée WNKI1-S. L’€élévation de WNK1-S induit une inhibition de WNK1-L et
donc une inhibition de I’endocytose de ROMK (Subramanya et al., 2006).

Le flux tubulaire est également impliqué dans la régulation de la sécrétion de K*. Un flux
important induit une arrivée importante de Na* dont la réabsorption via ENaC va favoriser la
sécrétion de K* via le canal potassique BK (Muto, 2001). Le flux tubulaire augmente
notamment lors d’un régime riche en K*. Il a également été démontré que I’augmentation du
flux tubulaire stimule mécaniquement le cil présent a la membrane apicale des cellules

principales. Cette stimulation provoque une élévation de la concentration intracellulaire de ClI-

23



dans ces dernieres, induisant I’activation de la sécrétion de K* via les canaux potassique BK
(Liu et al., 2009; Carrisoza-Gaytan et al., 2016).

La vasopressine (AVP) est aussi un modulateur de la sécrétion de K*. L’activation par la
vasopressine permet de préserver la sécrétion de K* lorsque 1’apport tubulaire de Na* est réduit.
L’AVP agit via le récepteur V2 présent au niveau des cellules principales, et stimule le canal
ENaC, la réabsorption de Na* et donc la sécrétion de K+(Michael J. Field, Stanton and Giebisch,
1984; Elalouf, Roinel and de Rouffignac, 1985). De plus, la vasopressine active aussi les canaux
potassiques BK et ROMK (Cassola, Giebisch and Wang, 1993; Amorim et al., 2004).

La kallikréine est une hormone, sécrétée au niveau du tubule connecteur suite a un repas
qui favorise la sécrétion de K+ par la stimulation du canal ENaC (Patel, Chao and Palmer,

2012).

c. Les mécanismes cellulaires du transport de K* par les cellules intercalaires de type A
Les cellules intercalaires de type A permettent la réabsorption de K* via la pompe HKA2

présente a la membrane apicale et faiblement exprimée dans des conditions normales. La
HKAZ2, aussi appelée H*, K*-ATPase colonique ou non gastrique, appartient a la famille des
ATPase de type P et est composée de deux sous-unités a et (3 et est sensible a la ouabaine
(Crambert, 2014, p. 2). La pompe permet de réabsorber un ion K* de la lumiere tubulaire vers
le compartiment intracellulaire en échange de la sécrétion d’un proton. Le passage du K* du
compartiment intracellulaire vers le sang se fait via un canal potassique, dont la nature reste a
déterminer. Les cellules intercalaires de type A possédent aussi a la membrane apicale un canal

potassique BK qui permet la sécrétion de K*(Taal, Brenner and Rector, 2012)[voir Figure 6].

Modulations de la réabsorption de potassium par les cellules intercalaires de type A
La restriction potassique stimule la réabsorption de K* par les cellules intercalaires de type A

(Malnic, Klose and Giebisch, 1964; Roy, Al-bataineh and Pastor-Soler, 2015). Il a été¢ démontré
que, dans ce contexte, il y avait une synthese de progestérone responsable de la stimulation de
la HKA?2 (Hayashi and Katz, 1987; Elabida et al.,2011). La restriction potassique stimule aussi
I’augmentation du nombre de cellules intercalaires de type A afin d’augmenter la surface de
réabsorption du K+ (Iervolino et al., 2020). Les facteurs de croissance IGF-1 et GDF15 seraient
impliqués dans le signal induisant I’augmentation du nombre de cellules intercalaires de type
A (Doucet and Crambert, 2015). Cependant, il n’a pas encore été clairement défini s’il s’ agissait
d’une transdifférenciation des cellules principales en cellules intercalaires de type A, ou une

entrée en prolifération de ces dernieres (Cheval et al., 2004; lervolino et al., 2020).
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La kallikréine, en plus de stimuler la sécrétion de K* par les cellules principales, inhibe la
réabsorption de K* au niveau des cellules intercalaires de type A via I’inhibition de la HKA?2

(El Moghrabi et al., 2010)

4. L’ hyperkaliémie
a. Epidémiologie
L’hyperkaliémie est définie comme une valeur de K* plasmatique supérieure a 5,5mmol/L.

Elle concerne jusqu’a 10% des patients hospitalisés. Cette condition est multifactorielle (baisse
de la fonction rénale, traitements, age >60 ans, hyperglycémie) et est associée a une
augmentation du taux de mortalité chez les patients hospitalisés (Acker et al., 1998). Le risque
de développer une hyperkaliémie est supérieur chez les hommes atteints d’une maladie rénale
chronique (Moranne et al., 2009). Cependant, le risque de déces lié a I’hyperkaliémie
n’augmente pas au cours de I’évolution de la maladie rénale chronique. Ceci serait peut-€tre di
a la mise en place d’un mécanisme d’adaptation a 1’hyperkaliémie chronique encore non

élucidée (Einhorn et al., 2009).

b. Conséquences d’une hyperkaliémie

Conséquences cardiaques et musculaires de 1’hyperkaliémie
L’hyperkaliémie peut engendrer le pronostic vital des patients, de par son effet sur le coeur. En

effet, elle induit une dépolarisation des cardiomyocytes, réduisant leur potentiel de membrane.
L’hyperkaliémie peut donc induire des troubles du rythme (arythmie) et de la conduction
cardiaque (Mattu, Brady and Robinson, 2000). Dans certains cas, une hyperkaliémie peut aussi
induire une paralysie musculaire pouvant aller jusqu’a I’atteinte du diaphragme (Freeman and

Fale, 1993).

Conséquences rénales de 1I’hyperkaliémie
L’hyperkaliémie impacte 1’excrétion urinaire d’acide, car elle interfere avec la réabsorption

d’ammonium (NH,*). Suite a une charge en ammonium, une charge en K* induit une réduction
de I’excrétion urinaire de NH,*, altérant donc la réponse a une charge acide chez 1’homme
(Tannen, Wedell and Moore, 1973). La branche ascendante large de Henle est le site majeur de
réabsorption de NH,* dans le néphron. Cela se fait via le co-transporteur apical NKCC2 qui
substitue le transport de K* par des ions NH4*. Cependant, lors d’une hyperkaliémie, le K* en
exces rentre en compétition et inhibe la réabsorption de NH4* via NKCC2. Il y a donc moins
d’ions NH,* qui diffusent jusqu’au canal collecteur via les protéines RhCG et RhBG (DuBose
and Good, 1992). On observe, chez les patients atteints d’une acidose métabolique avec

hyperkaliémie, une augmentation de 1’excrétion urinaire de NH,4* lorsque 1’hyperkaliémie est
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corrigée. L’hyperkaliémie possede donc un role non négligeable dans le développement

d’acidose métabolique (Matsuda et al., 1988).

c. Origines de I’hyperkaliémie
La prise orale importante de potassium est normalement bien excrétée par le rein. Cependant,

elle peut provoquer une hyperkaliémie chez les patients présentant des facteurs de risques
comme !’insuffisance rénale, le diabete et les patients sous diurétiques épargneurs de K*, par
exemple (Hunter and Bailey, 2019). Plus rarement, la consommation de boissons énergétiques
peut aussi provoquer des hyperkaliémies séveres chez des personnes sans prédispositions
particulieres (Parisi et al., 2002). Une autre source d’hyperkaliémie dans ce contexte peut €tre
le surdosage de supplémentation en KCl lors du traitement d’une hypokaliémie (Crop et al.,
2007).

La transfusion de sang est également une cause d’hyperkaliémie. L’ancienneté du sang
perfusé est un facteur de risque, la concentration de K* augmentant avec le temps passant
d’environ 23 mmol/L a 50 mmol/L a 7 et 42 jours respectivement (Baz et al., 2002; Smith et
al.,2008).

L’hyperkaliémie peut aussi subvenir suite a une rhabdomyolyse, le muscle étant un
compartiment de stockage majeur du K*. Une déplétion volémique, les médicaments et les
prédispositions métaboliques sont des facteurs pouvant provoquer une rhabdomyolyse. Une
rhabdomyolyse mécanique suite a un traumatisme peut aussi induire une hyperkaliémie (ex :
« crush-syndrome ») (Sever and Vanholder, 2011).

Une diminution de DP’excrétion rénale de K* peut aussi étre source d’hyperkaliémie.
L’aldostérone permet la sécrétion rénale de K*, cependant certaines pathologies peuvent
comprendre une baisse de la synthése d’aldostérone (hypoaldostéronisme).
L’hypoaldostéronisme peut étre provoqué par des médicaments, ou un défaut de synthese
d’hormones stimulants la synthése d’aldostérone par les glandes surrénales comme la rénine ou
I’ACTH (Rajkumar and Waseem, 2022). Une perte de fonction du récepteur minéralocorticoide
peut également en étre la cause, comme dans le cas d’un pseudohypoaldostéronisme de type 1
(Amin et al., 2013). La diminution de 1’excrétion rénale de K* peut aussi faire suite a une
insuffisance rénale. Il a par ailleurs été démontré que le colon était capable d’essayer de
compenser en augmentant sa capacité d’excrétion de K+ dans les feces (Martin et al., 1986).
Les traitements médicamenteux comme les inhibiteurs de 1’enzyme de conversion de
I’angiotensine (ACE), des récepteurs minéralocorticoides ainsi que les antagonistes de

I’angiotensine, pour le traitement des pathologies cardiaques et de I’hypertension, induisent une
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rétention de K* en diminuant la synthese d’aldostérone, ou en empéchant son action (Weir and
Rolfe, 2010). Le triméthoprime est un antibiotique a la structure similaire a 1’amiloride,
inhibiteur du canal Na* ENaC. L’inhibition de réabsorption de Na* diminue le gradient
électrochimique favorable a la sécrétion de K* par les cellules principales et donc une rétention
de K* pouvant induire une hyperkaliémie (Alappan, 1996). L utilisation d’anti-inflammatoires
non stéroidiens inhibiteurs de la cyclooxygénase peuvent aussi provoquer des hyperkaliémies.
En effet, ils diminuent le débit de filtration glomérulaire et I’apport de Na* au niveau du néphron
distal et du canal collecteur. Cela a un impact sur les canaux potassiques qui permettent la
sécrétion de K* (BK) en réponse au flux et la sécrétion de K* dans les cellules principales
favorisée par la réabsorption de Na* (Harris, 2002). L’inhibition de la sécrétion d’insuline, par
les agonistes de la somatostatine, peut causer des hyperkaliémies par I’absence de stimulation

de la Na* K*-ATPase musculaire qui permet le stockage du K* (Sargent and Deppe, 1994).

5. L’hypokaliémie
Epidémiologie

L’hypokaliémie est une pathologie commune, concernant 20% des patients hospitalisés.
Elle est définie par une valeur plasmatique inférieure a 3,5 mmol/L, et elle est considérée
comme sévere lorsque la kaliémie est inférieure a 3 mmol/L (Paltiel ef al., 2001). La cause la
plus courante de I’hypokaliémie est la perte gastro-intestinale de K* (diarrhées),
I’administration de traitements diurétiques et 1’hypomagnésémie (Crop et al., 2007). Le
diurétique thiazidique, métolazone, provoque une hypokaliémie modérée a sévere chez 40 et
10% des patients, respectivement (Rosenberg et al., 2005). L’hypokaliémie est aussi fréquente
chez les patients sous dialyse péritonéale, 10 a 20% d’entre eux nécessitant une supplémentation
en K* (Tziviskou et al., 2003). En raison de ses effets sur le rythme cardiaque et la pression
artérielle, I’hypokaliémie peut multiplier par 10 le taux de mortalité des patients hospitalisés

(Paltiel et al.,2001).

a) Conséquences d’une hypokaliémie

Conséquences cardiaques et musculaires de I’hypokaliémie
Tout comme pour I’hyperkaliémie, I’hypokaliémie est décrite comme étant un facteur de risque

de développement d’arythmies (Cohen et al., 1987). Pour exemple, il a ét€¢ démontré que chez
les patients subissant une chirurgie cardiaque, une kaliémie inférieure a 3,5 mmol/L est
prédicteur de développements d’arythmies cardiaques pendant et apres 1’opération (Wahr et al.,
1999). Au niveau musculaire, I’hypokaliémie induit une hyperpolarisation perturbant les

capacités de dépolarisations et donc de contractions du muscle [pour rappel, voir Figure 7].
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Cette hyperpolarisation des cellules musculaires est reflétée par une fatigue musculaire pouvant
aller jusqu’a la paralysie (Tang et al., 1999).

Conséquences cardiovasculaires de 1’hypokaliémie
De nombreuses études ont démontré I’'implication d’une hypokaliémie et/ou d’un régime faible

en K* dans le développement de I’hypertension artérielle, de l’insuffisance cardiaque et
d’accidents vasculaires cérébraux (Coca, Perazella and Buller, 2005). Une déplétion potassique
chronique induit une rétention de NaCl associée a une hypertension sensible au sel qui persiste
bien que les apports en K* soient rétablis (Ray et al., 2001; Mente et al., 2014; Terker et al.,
2015). En effet, lors d’une hypokaliémie ou d’une restriction en K*, les cellules principales
arrétent de sécréter du K*, et cela passe par une inhibition du canal ENaC afin d’arréter la
génération du gradient électrochimique favorable a la sécrétion de K*. Cependant, afin de
compenser la perte de réabsorption de Na* par ENaC, 1’organisme stimule la réabsorption
massive de Na* via le co-transporteur NCC et cela méme dans le cas d’un régime riche en sel
(Terker et al., 2015). La correction de 1’hypokaliémie induite par les diurétiques est donc
particulierement importante chez les patients hypertendus, il a ét¢ démontré qu’une
amélioration de la kaliémie induisait une amélioration de la pression artérielle (Kaplan et al.,
1985). Enfin, il a ét€ démontré que 1I’hypokaliémie jouait un r6le important dans la progression

de I’insuffisance cardiaque (Coca, Perazella and Buller, 2005).

Conséquences rénales de 1’hypokaliémie
Les conséquences rénales majeures d’une hypokaliémie sont la rétention de NaCl, la polyurie,

la phosphaturie, I’hypocitraturie ainsi qu’une augmentation de I’ammoniogenese (Schwartz and
Relman, 1967; Levi et al., 1991; Giebisch, 2013). Tous les mécanismes induisant ces
modifications en réponse a une hypokaliémie ne sont pas clairement élucidés. Concernant la
rétention de NaCl, elle est due a une réabsorption massive de Na* et Cl- au niveau du tubule
proximal, associée a une augmentation de I’échangeur Na*/H*, NHE3 (Elkjer ef al., 2002). La
polyurie observée, quant a elle, est due a la polydipsie et a un défaut de concentration des urines

(Berl et al., 1977).

b) Les pertes extrarénales de potassium
La perte cutanée de K*, en dehors d’un effort physique intensif, est généralement faible

(Knochel, Dotin and Hamburger, 1972). En revanche, la perte gastro-intestinale de K+
provoquée par des diarrhées importantes est une cause non négligeable d’hypokaliémie, et peut
étre associée a des complications aigiies comme la paralysie musculaire. L’administration de

polyéthylene glycol lors de colonoscopies peut aussi conduire a une hypokaliémie chez les

28



patients agés (Ho, Juurlink and Cavalcanti, 2010). L hypokaliémie peut aussi apparaitre lors de

la maladie cceliaque, I’iléostomie et I’abus chronique de laxatifs (Diekmann et al., 2001).

c) Les pertes rénales de potassium

Les drogues
Les diurétiques sont une cause importante de développement d’hypokaliémies par leur

capacité a induire une arrivée importante de Na* au niveau du néphron distal, stimulant ainsi la
sécrétion de K*. Les diurétiques thiazidiques provoquent généralement plus d’hypokaliémies
que les diurétiques de 1’anse, malgré leur effet natriurétique moindre (Kaplan et al., 1985;
Schnaper et al., 1989). Une explication possible est I’effet des diurétiques de I’anse sur
I’excrétion de calcium qui, a ’inverse des diurétiques thiazidiques, induisent une calciurese
importante (Bertog et al., 2008). L’arrivée de Ca** au niveau du néphron distal réduit la force
motrice lumiere-négative qui sert a I’excrétion de K* (Okusa et al., 1990; Taal, Brenner and
Rector, 2012).

L’acétaminophene (paracétamol) peut aussi étre a 1I’origine d’hypokaliémies, a de fortes doses,
induisant une kaliurese importante (Waring et al., 2008).

Les antibiotiques a base de pénicilline peuvent aussi induire une hypokaliémie a de fortes
doses, augmentant la sécrétion de K* en agissant comme des anions non réabsorbables par le

néphron (Ichai, 2010).

L’ hyperaldostéronisme
L’hyperaldostéronisme se définit comme une élévation de la concentration d’aldostérone

circulant due a une production excessive. Elle peut étre primaire, dans ce cas la surproduction
est due a une tumeur ou une hyperplasie des glandes surrénales. Elle peut également étre
secondaire, dans ce cas il y a une production accrue d'aldostérone par les surrénales en réponse
a des stimuli non hypophysaires et extrarénaux, tels que I'hypoperfusion rénale. Dans les deux
cas, la surproduction d’aldostérone favorise 1’excrétion rénale accrue de K+ (Ichai, 2010).

Les syndromes de Bartter et de Gitelman sont deux tubulopathies héréditaires caractérisées
par une anomalie de réabsorption de NaCl au niveau de 1’anse et du tubule contourné distal,
respectivement. Cette anomalie de réabsorption induit une légere déplétion volémique qui
provoque alors 1’activation du systetme rénine-angiotensine-aldostérone conduisant a
I’élévation de I’aldostérone circulant et donc une perte de K+ urinaire (Blanchard, Courand, et

al.,2020).

Les pseudo-hyperaldostéronismes
Les pseudo-hyperaldostéronismes sont des conditions pathologiques qui miment des

symptomes évocateurs d’une élévation du taux d’aldostérone circulant sans ce que soit le cas.
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Une hypokaliémie par pseudo-hyperaldostéronisme fait souvent suite & une consommation
excessive de réglisse (intoxication a la glycyrrhizine) (Eustache et al., 2020).

Un exces de glucocorticoides par un apport exogene trop important de glucocorticoides ou
dans le cadre de certaines pathologies peut provoquer des hypokaliémies sans que le taux
d’aldostérone circulant ne soit modifié. Dans certains cas du syndrome de Cushing, I’exces de
cortisol dépasse les capacités cataboliques de la 1 1BHSD2 (enzyme qui permet la spécificité de
réponse du tubule contourné distal a I’aldostérone, voir p11) et stimule directement le récepteur
minéralocorticoide induisant, en partie, une hypokaliémie (White, 2001).

Le syndrome de Liddle est une maladie héréditaire avec une mutation activatrice du canal
ENaC induisant une réabsorption excessive de Na*, mais surtout une sécrétion importante de

K* responsable de I’hypokaliémie (Palmer and Alpern, 1998; Tabibzadeh and Crambert, 2022).

Des carences en magnésium
Une carence en magnésium peut étre responsable du développement d’une hypokaliémie. En

effet, la sécrétion de K* au niveau du néphron distal est stimulée dans ces conditions. Lorsque
la concentration de Mg?* intracellulaire dans les cellules principales est diminuée suite a une

hypomagnésémie, ROMK n’est plus inhibé et sécrete du K*(Yang, Frindt and Palmer, 2010).

IV. Objectifs

L’objectif de cette these est de contribuer a une meilleure compréhension des mécanismes
induits par ’organisme afin de maintenir une kaliémie stable. Nous nous sommes intéressés a
deux situations particulieres que sont la restriction potassique et la gestation. Ces deux
situations, qui sont en apparence tres différentes, partagent des mécanismes de conservation du
K* similaires. Ainsi, dans les deux cas, la rétention de K+ dépend de la stimulation de la HKA2
via un mécanisme impliquant la progestérone (Elabida er al., 2011; Salhi et al., 2013).
Cependant, nous avons observé qu’en absence de la HKA?2, les souris en restriction potassique
développent une hypokaliémie (Meneton et al., 1998; Walter et al., 2016) alors que les souris
gestantes maintiennent une kaliémie normale (Salhi et al., 2013). Nous avons donc voulu
comprendre les mécanismes impliqués dans ces deux contextes.

Pour rappel, la restriction potassique induit une prolifération des cellules intercalaires de type
A, afin d’augmenter la surface de réabsorption rénale de K*, ainsi qu’une stimulation de la
HKA?2 qui permet de réabsorber le K*. Des données, non publiées par notre laboratoire, ont
démontré que, dans le cadre d’une restriction potassique, 1’absence de HKA?2 empéche la

prolifération des cellules intercalaires de type A. Nous avons donc décidé de nous intéresser
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aux mécanismes induisant la prolifération de ces cellules. Des études transcriptomiques
réalisées par notre laboratoire ont mis en évidence 1’augmentation de I’expression du facteur de
croissance GDF15 dans les canaux collecteurs de souris soumises a une restriction potassique.
Nous avons donc cherché a mettre en évidence, dans une premiere étude, le role de GDF15
dans la régulation de la réabsorption rénale de K* en réponse a une déplétion potassique.
Concernant la gestation, les souris gravides, invalidées pour la HKA?2, présentent un défaut de
rétention de K*, mais leur kaliémie reste normale. Nous avons donc, dans une seconde étude,
cherché a comprendre les mécanismes compensateurs mis en place lors de la gestation en
absence de la HKA2.

La piste envisagée est que les souris gestantes contractent leur volume extracellulaire afin de
maintenir leur kaliémie, ce qui a déja été observé chez des souris HKA2” en restriction

potassique (Walter et al., 2016).
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PREMIERE ETUDE : ADAPTATION A UNE
RESTRICTION POTASSIQUE
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I. Introduction

1. Généralités
Le régime occidental actuel est caractéris€ par la consommation importante d’aliments

transformés avec des apports importants en protéines, produits laitiers riches en graisses,
boissons et aliments riches en sucre. Ce régime est corrélé au développement de troubles
métaboliques comme le diabéte et 1’obésité. La consommation importante d’aliments
transformés a également des conséquences importantes, souvent sous-estimées, sur 1’équilibre
électrolytique. En effet, avec ce type d’alimentation 1’organisme produit environ 50 mmol
d’acide par jour alors que 1’organisme des ancétres chasseurs-cueilleurs avait une production
net de bases (Sebastian et al., 2002). En parallele, la consommation de NaCl et de K* a été
completement modifiée, passant d’un régime faible en NaCl et riche en K* dans la population
des chasseurs-cueilleurs a un régime fort en NaCl et faible en K* dans la population occidentale
actuelle (Meneton, Loffing and Warnock, 2004). Dans une étude récente, il a été démontré dans
notre laboratoire que les apports moyens de Na* et de K* chez les jeunes hommes parisiens sont
respectivement de 3,13g et 2,23¢g par jour (Blanchard, Brailly Tabard, et al., 2020). Ces apports
sont loin des valeurs recommandées d’un maximum d’environ 1,5g de Na* par jour et minimal
d’environ 4,7g de K* par jour. Heureusement, grace a nos reins, nous avons la capacité de faire
face a ces changements alimentaires survenus tres récemment a 1’échelle historique. Cependant,
ces modifications alimentaires peuvent, a long terme, contribuer au développement de maladies
telles que I'hypertension et sont corrélées a un risque plus élevé de mortalité dans le contexte
d’un fond génétique favorable avec des polymorphismes qui seraient restés silencieux dans le
cadre d'une alimentation moins industrielle (Mente et al., 2014; O’Donnell et al., 2014). Une
carence en K* dans l’alimentation est une situation induisant une adaptation globale de
I’organisme, impliquant des processus de régulation coordonnés, afin d’assurer I’homéostasie
potassique (McDonough, Thompson and Youn, 2002; Youn and McDonough, 2009). Comme
détaillé dans I’introduction générale (cf. Homéostasie du potassium), I’homéostasie du K+ fait
intervenir deux types de balances: interne et externe. La balance interne, qui permet une
modulation rapide de la concentration plasmatique de K*, et dont I’acteur majeur est le muscle,
capable de stocker du K* dans les tissus ou de le relarguer dans le compartiment extracellulaire
sous le contr6le de I'insuline. Dans le cadre d’une carence potassique, le muscle devient
résistant a I'insuline. Il ne stocke plus de K* et en libere une fraction vers le compartiment
extracellulaire afin de maintenir une kaliémie stable (Choi et al.,2001; McDonough, Thompson

and Youn, 2002). En parallele, la balance externe dont, 1I’acteur majeur est le rein, permet de
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retenir le K* dans I’organisme ou de I’excréter selon les apports journaliers. Dans le cadre d’une
restriction potassique, plusieurs mécanismes se mettent en place au niveau rénal ; 1/ La
sécrétion de K* par les cellules principales est inhibée, via 1’inhibition du canal K* ROMK et
du canal Na* ENaC (Wang and Giebisch, 2009). 2/ La réabsorption est activée au niveau des
cellules intercalaires de type A, via la stimulation progestérone dépendante de la H* K*-ATPase
de type 2 (HKA2) (Elabida et al., 2011) et ’augmentation du nombre de cellules intercalaires
de type A (Elger, Bankir and Kriz, 1992; Cheval et al., 2004). La plasticité cellulaire du canal
collecteur permet au rein de modifier sa structure pour répondre au stress lié a des variations
ioniques soit par une transdifférenciation a partir d’un autre type cellulaire et/ou par I’induction
d’une prolifération cellulaire (Cheval et al., 2004; Iervolino et al., 2020). Les facteurs
permettant de réguler ces mécanismes d’adaptation demeurent cependant mal déterminés. Une
analyse transcriptomique effectuée au sein de notre laboratoire a démontré que 1’expression du
gene codant pour le facteur de croissance GDF15 (Growth Differenciation Factor 15) était
augmentée dans les canaux collecteurs de souris déplétées en K*. Ce facteur de croissance nous
intéresse particuliecrement car dans une étude précédente menée par notre laboratoire il a été
démontré qu’il était produit par les cellules principales et qu’il induisait la prolifération des

cellules intercalaires de type A dans le cadre d’une acidose métabolique (Cheval et al., 2021).

2. Le facteur de croissance GDF15

a) Historique
GDF]15 est un facteur de croissance, et une cytokine sécrétée en réponse a des conditions

de stress cellulaire, qui appartient a la famille des TGFf3, découvert en 1997. 1l est aussi appelé
MIC-1, pour Macrophage Inhibitory Cytokine 1, car les premieres études menées a son sujet
ont démontré que GDF15 est une protéine autocrine capable d’inhiber les macrophages activés
par les lipopolysaccharides (Bootcov et al., 1997). Des études ultérieures ont mis en évidence
différentes fonctions de GDF15, de par ce fait il possede d’autres appellations. Il a été désigné
comme le gene-1 activé par les anti-inflammatoires non stéroidiens (NAG-1), facteur de
croissance 3 du placenta (PTGFB), facteur dérivé de la prostate (PDF) (Lawton ef al., 1997,
Paralkar et al., 1998; Baek, Horowitz and Eling, 2001).

b) Structure et voies de signalisations

Structure et expression de GDF15
GDF15 appartient a la famille des TGFf. Ces derniers forment un groupe de protéines

structurellement apparentées qui jouent un role crucial dans la régulation de diverses fonctions

cellulaires, notamment le développement embryonnaire, 1’homéostasie cellulaire, la croissance
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cellulaire, la différenciation, I’adhésion, la migration, la prolifération et 1’apoptose (Assadi,
Zahabi and Hart, 2020). Le géne codant GDF15 se trouve sur le chromosome 19p12-13.1, et
contient 2746 paires de bases. Les genes murins et humains présentent uniquement 70%
d’homologie, mais sont tous deux composés de deux exons séparés par un intron (Jiang et al.,

2018) [voir Figure 12].

< 2746 pb >
ATG Intron TGA
5’ UTR m m— 3’ UTR
238 pb 647 pb

Figure 12 : Structure du géne murin codant la protéine GDF15. (Figure modifiée de Assadi et al. , 2020)

GDF15 est synthétisé sous la forme inactive d’une pro-hormone de 167 amino-acides de 40
kDa. Il est ensuite dimérisé dans le réticulum endoplasmique avant d’€tre activé par clivage du
site furine-like formant un dimere peptidique de 25 kDa (Rochette et al., 2020) [voir Figure
13]. La forme non clivée de GDF15 possede une grande affinité pour la matrice extracellulaire,
ou elle forme un réservoir permettant la sécrétion rapide vers la circulation apres protéolyse.
Seule la forme mature est sécrétée dans la circulation (Bauskin et al., 2010). Ce gene code
également pour une forme tronquée de GDF15, de 27 kDa, possédant les domaines de fixation
du liguant mais pas de domaine transmembranaire (Li et al., 2005). Cette forme soluble de
GDF15, dont la fonction n’est pas claire, permettrait de bloquer I’action de GDF15 agissant

comme un récepteur soluble (Breit, Brown and Tsai, 2021, p. 15).

Site de clivage

Pro-GDF15 monomeére

Pro-GDF15 dimere

GDF15 mature

Figure 13 : Représentation des différentes formes de GDF1I5.
(Figure modifiée de Assadi et al. , 2020)

GDF15 est fortement exprimé dans la prostate et le placenta mais il est aussi plus faiblement

exprimé dans différents tissus comme les reins, les poumons, le foi, I'intestin, le cOlon, le
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pancréas, et la glande mammaire (Hromas et al., 1997; Boéttner et al., 1999; Marjono et al.,
2003; Mimeault and Batra, 2010; Emmerson et al., 2018). Il a aussi été démontré que
I’expression de GDF15 était induite en réponse a des conditions de stress cellulaire (V. W. W.

Tsai et al.,2018).

Voies de signalisations
Bien que la voie de signalisation induite par GDF15 ne soit pas compleétement élucidée, des

études ont démontré que GDF15 était le ligand du récepteur a-like de la famille GDNF (Glial-
Derived Neurotrophic Factor), GFRAL. Le récepteur GFRAL est une protéine de 44 kDa avec
un seul domaine transmembranaire, et un domaine cytoplasmique court. LLe géne codant pour
la protéine est constitué de 6 exons, sur le chromosome 6p12.1, chez I’homme, et la séquence
est fortement conservée chez la souris. L’expression de GFRAL est limitée au cerveau (zone
postrema et noyau du tractus solitaire) et n’est pas retrouvée dans les tissus périphériques
(Mullican et al., 2017; Patel et al., 2019). Apres liaison au récepteur, le complexe GDF15-
GFRAL se lie et phosphoryle le co-récepteur tyrosine kinase RET. La phosphorylation de RET
active les voies de signalisations AKT, ERK1/2 et PKC mais pas la voie de signalisation SMAD
contrairement aux autres facteurs de croissance de la famille des TGFp (Assadi, Zahabi and

Hart, 2020) [voir Figure 14].
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Figure 14 : Schéma des voies de signalisations induites par GDF15 via le récepteur GFRAL.

La limitation de I’expression du récepteur GFRAL alors que GDF15 a une action pléiotropique
laisse supposer la présence d’autres récepteurs. Dans des études récentes, il a été proposé que
le récepteur tyrosine-protéine kinase (ErbB2) est également un récepteur de GDF15. ErbB2,

également appelé HER2 ou NEU, appartient a la famille des récepteurs transmembranaires
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tyrosines kinases ERBB. Cette famille est composée de 4 récepteurs HER1, HER2 (qui
correspond au récepteur ErbB2), HER3 et HER4. Les récepteurs existent sous la forme de
monomeres ou de diméres. ErbB2 est un récepteur transmembranaire de 185 kDa, de 1255
acides aminés, compos€ d’un domaine extracellulaire de liaison du liguant de 632 acides aminés

et un domaine intracellulaire a activité tyrosine kinase de 580 acides aminés (Coussens, 1985)
[voir Figure 15].
Milieu extracellulaire

Domaine extracellulaire |
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Domaine transmembranaire { Membrane cellulaire
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Milieu intracellulaire

Figure 15 : Schéma de la structure du récepteur ErbB2 (HER2).

Dans un contexte physiologique, le récepteur ErbB2 posseéde un rdle important dans la
prolifération et la différenciation cellulaire. Cependant, sa surexpression est associée au
développement de plusieurs cancers. Il a d’ailleurs été démontré que, dans des cellules
cancéreuses du sein et gastriques humaines, GDF15 favorisait la prolifération des cellules
tumorales via I’activation du récepteur ErbB2 et de la voie de signalisation AKT et ERK-1/2
(Kim et al., 2008). Ce lien entre le récepteur ErbB2 et GDF15 a ét€ de nouveau étudié dans le
cadre de cellules cancéreuses du col de I’utérus ; démontrant que GDF15 activait également
ErbB2 dans ce contexte et les voies de signalisations PI3K/AKT et MAPK/ERK (Li et al.,
2018). Il a également été démontré dans notre laboratoire un lien entre GDF15 et le récepteur
ErbB2 dans le cadre d’une acidose métabolique. L’acidose métabolique nécessite 1’entrée en
prolifération des cellules intercalaires de type-A afin que ces dernieres puissent sécréter des
protons et ainsi maintenir la balance acido-basique de I’organisme. Il a ét¢ démontré que
GDF15 est produit et sécrété par les cellules principales. GDF15 active ensuite le récepteur
ErbB2 présent au niveau des cellules intercalaires de type A, induisant I’expression de la cycline
DI, p53 et Egrl. Selon ce modele, GDF15 déclenche donc I'entrée dans le cycle cellulaire par
l'induction de cycline D1, il favorise la mise en place du point de contrdle G1-S par l'induction
de p53 et il participe a la levée de ce point de controdle par I'induction d'Egrl (Van Huyen et al.,
2008; Cheval et al., 2021) [voir Figure 16]. Enfin, il a été démontré dans la littérature que

GDF15 et ErbB2 ont été immunoprécipités ensembles, cependant il n’existe pas de preuve
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formelle prouvant I’activation du récepteur ErbB2 par une interaction direct avec GDF15 (Li et

al.,2018).

f'AMPC
Avp —> Bl l ErbB2 Cycline D1
AMPKo;
T Ergl
Charge acide Na, K-ATPase
p53
Cellule principale Cellule intercalaire de type A

Figure 16 : Schéma des mécanismes de signalisations mis en place au niveau des cellules
intercalaires de type A, impliquant GDF15 et le récepteur ErbB2 dans le cadre d'une acidose
métabolique. La charge acide stimule la synthése de vasopressine, qui induit la production
d’AMPc et des kinases AMP-dépendantes via sa liaison au récepteur Avpr2. Les deux isoformes
AMPK a; et AMPK a; sont nécessaires a la production de Na*,K* -ATPase et p53, respectivement.
Dans ce contexte, p53 permet la production de GDF15.

c) Régulation de I’expression de GDF15 et de sa concentration plasmatique
Les protéines intracellulaires clés qui régissent la transcription du geéne GDF15

comprennent p53 et EGR-1 (Kannan et al., 2000; Baek et al., 2004). P53 est un gene
suppresseur de tumeur. P53 est une protéine qui agit en tant que facteur de transcription, c’est-
a-dire qu’elle se fixe de maniere spécifique sur les régions régulatrices de genes. En condition
physiologique p53 est peu exprimée dans le noyau. Dans des conditions de stress cellulaire,
comme lors de dommages a I’ADN, p53 peut arréter le cycle de progression, afin qu’il y ait
réparation de I’ADN ou bien induire I’apoptose (Soussi, 2006). EGR-1 est également un facteur
de transcription nucléaire important pour les processus de prolifération, différenciation
cellulaire et d’apoptose (Wang et al., 2021). Récemment, des facteurs de transcription de la
voie de signalisation induite par un stress, tels que CHOP et ATF4, ont également été€ identifiés
comme des activateurs de l'expression de GDF15 (Chung et al., 2017; Li, Zhang and Zhong,
2018; Patel et al., 2019). 1l n'est donc pas surprenant que la concentration plasmatique de
GDF15 augmente en cas de stress physiologique, et dans des conditions pathologiques. Chez
I'homme, la concentration plasmatique de GDF15 augmente avec des facteurs tels que 1'dge, le
tabagisme, la consommation de drogues, et en réponse aux stress métaboliques comme le
diabete (Patel er al.,2019). 11 a aussi ét€ démontré que GDF15 augmente en réponse a un effort
physique, ou il est produit par les muscles (Laurens et al., 2020). Les taux sériques de GDF15
augmentent également dans la plupart des types de cancer, les maladies inflammatoires

chroniques, les maladies cardiovasculaires et rénales, les infections graves, et peuvent prédire
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la mortalité toutes causes confondues (Lajer et al., 2010; Wiklund et al., 2010; Wollert, Kempf
and Wallentin, 2017; Luan et al., 2019). Il a aussi ét¢ démontré que la concentration
plasmatique de GDF15 augmente avec l'utilisation de certains traitements, notamment la
metformine, et lors de thérapies anticancéreuses telles que la chimiothérapie et 1'irradiation
ionisante, ainsi que lors de 1€sions tissulaires (Schober et al., 2001; Okazaki et al., 2006;
Gerstein et al., 2017). Ces données font de GDF15 un potentiel biomarqueur important dans
différentes pathologies. Cependant, selon les études et les contextes physiopathologiques
I’élévation de la concentration plasmatique de GDF15 est parfois favorable, ou défavorable au
pronostic vital. Cela souligne le besoin d’études supplémentaires sur les mécanismes

impliquants GDF15.
d) Roles physiologiques de GDF15
GDF1S5 et cerveau

Un grand nombre d’études ont été menées sur la physiologie de GDF15 dans le cerveau, de par
la spécificité d’expression de son premier récepteur mis en évidence : GFRAL. Bien qu’en
condition physiologique son expression soit faible, GDF15 est retrouvé dans la majeure partie
des régions du systeéme nerveux central avec une forte concentration au niveau du plexus
choroide qui sécrete la protéine dans le liquide céphalorachidien. GDF15 est aussi sécrété par
les cellules de Schwann et son expression est également retrouvée au niveau du systeme
nerveux périphérique (Strelau et al., 2009). GDF15 joue un role neurotrophique et
neuroprotecteur afin de maintenir en vie les neurones dopaminergiques et les motoneurones
(Strelau et al., 2000). 11 a également été démontré qu’a la suite de cryolésions ou de 1ésions
ischémiques cérébrales, les niveaux d'ARNm et de protéines de GDF-15 sont considérablement
augmentés dans les neurones a la fois sur le site de la 1ésion et dans les populations neuronales
se projetant vers la zone 1€sée (Schober et al.,2001; Schindowski et al.,2011, p. 15). En absence
de GDF15, on observe une dégénérescence des motoneurones et des neurones sensoriels
(Strelau et al., 2009). De plus, les souris n’exprimant pas cette protéine ont plus de risques de
développer une intoxication au 6-hydroxydopamine. Cette molécule induit une perte des
neurones dopaminergiques et est utilisée afin de modéliser la pathologie de Parkinson. Ces
résultats suggerent que GDF15 jouerait potentiellement un role protecteur contre la maladie de
Parkinson (Machado et al., 2016). Des études ont aussi démontré que ce facteur de croissance
était augmenté lors de pathologies neurodégénératives comme la démence ou I’atrophie
cérébrale, ou il agirait comme un mécanisme de protection qui permettrait de diminuer

I’inflammation et protéger les neurones (Chai et al., 2016; Jiang, Wen and Sachdev, 2016).
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Enfin, il a également été observé que GDF15 protége les neurones de 1’apoptose induite lors
d’une déplétion potassique par l’activation de la voie Akt et I’inhibition de la voie Erk

(Subramaniam, Strelau and Unsicker, 2003).

GDF15 métabolisme, et régulation de 1’appétit
Le role du GDF15 dans le contr6le de l'appétit et la régulation du poids corporel a été mis en

évidence en 2007, lorsqu'il a été constaté le développement d’un syndrome d’anorexie-cachexie
par des souris ayant recu une xénogreffe de cellules tumorales prostatiques humaines
surexprimant GDF15. La perte de poids chez ces souris était proportionnelle a la concentration
plasmatique de GDF15 issue de la tumeur, et correspondait a une perte de masse grasse et de
masse maigre, en grande partie due a la réduction de la prise alimentaire. Dans cette méme
étude, il a été mis en évidence I’existence d’une corrélation entre I’amplitude de la perte de
poids et le niveau de GDF15 circulant dans une cohorte de patients atteints du cancer de la
prostate suggérant que les résultats observés chez la souris se transposent aussi chez I’humain.
(Johnen et al., 2007). 11 a également été démontré que la surexpression de GDF15 entraine une
diminution de 'apport alimentaire et une augmentation de la dépense énergétique, observée par
une augmentation de I’expression de génes thermogéniques et lipolytiques des tissus adipeux
bruns et blancs respectivement (Macia et al., 2012; Chrysovergis et al., 2014). Il est intéressant
de noter que lorsque la zone postrema et le noyau du tractus solitaire, régions du cerveau
importantes pour la régulation de l'appétit et ou le récepteur GFRAL est exprimé, ont été
supprimés chez la souris, GDF15 n’est plus capable d’induire une diminution de la prise
alimentaire et du poids (Tsai et al., 2014). L’effet de GDF15 sur le contrdle de I’appétit passe
par le récepteur GFRAL, la phosphorylation du co-récepteur RET induisant 1’activation des
voies de signalisation AKT, ERK et PLC-Y (Mullican et al., 2017; Yang et al., 2017) [voir
Figure 14]. De plus, la surexpression de GDF15 réduit la résistance a l'insuline et l'intolérance
au glucose (Xiong et al., 2017; V. W. Tsai et al., 2018). A linverse, il a été observé que les
souris déficientes pour GDF15 présentaient une augmentation du poids, de la masse grasse et
de la prise alimentaire, ce qui confirme que GDF15 est un régulateur du métabolisme (Tsai e?
al.,2013). 1l est également intéressant de noter que les souris déficientes pour GDF15 restent
sensibles a GLP-1 et a la leptine, deux hormones de satiété. Les souris délétées des récepteurs
de GLP-1 et la leptine continuent a perdre du poids en réponse a GDF15, suggérant que 1’axe
GDF15/GFRAL est indépendant de ces voies connues pour contrdler la prise alimentaire
(Mullican and Rangwala, 2018). Ces souris sont également sujettes a un dépot important de
lipides dans le foie et au développement de symptdmes similaires a la stéatose hépatique non

alcoolique (NASH/NAFLD) alors que les souris transgéniques surexprimant GDF15 y sont
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résistantes (Kim et al., 2018). Ces résultats suggerent que GDF15 posseéde un intérét
thérapeutique pouvant réguler la progression de maladies métaboliques comme 1’obésité et le

diabete.

GDF15 et cancer
Comme décrit ci-dessus, I’expression de GDF15 est induite par le gene p53 et EGR-1. Deux

protéines connues pour étre impliquées dans les processus de cancer. Comme d'autres membres
du TGF, GDF15 semble également jouer un role dans différents cancers. Cependant, son role
changerait selon le stade de la maladie. Aux premiers stades, GDF15 semblerait jouer un rdle
anticancéreux, tandis qu'aux stades avancés du cancer, il semblerait agir comme un facteur pro-
tumorigéne (Massagué, 2008). Il a été démontré que GDF15 avait un role suppresseur de
tumeur, son expression est augmentée par p53 et induit I’apoptose ces cellules tumorales dans
le carcinome de la vessie (Tsui et al., 2015). De manicre intéressante, il a été observé que la
surexpression de GDF15 dans des modeles de cancer de la téte et du cou favorisait la
prolifération tumorale via la phosphorylation du récepteur ErbB2 et I’activation des voies de
signalisation Akt et Erk (Lv et al., 2022; Zhao et al., 2022). Ce rdle pro-tumorigene a été
confirmé dans une autre étude, ou il a ét€ démontré que GDF15 induisait la prolifération des
cellules cancéreuses de 1'utérus via le récepteur ErbB2, 1’activation des voies de signalisation
Akt et Erk et I’augmentation des cyclines D1 et E1 (Li ez al., 2018). Il a également été observé
que ’activation du récepteur ErbB2 par GDF15 dans le cancer du sein était responsable de la
résistance au traitement par le trastuzumab, un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur
ErbB2 (Joshi et al., 2011). Les données contradictoires concernant le role de GDF15 dans la
tumorigenese pourraient €tre attribuables au type de cellule et au contexte cellulaire, ou a
l'activation d'un mécanisme dépendant du stade des cancers.

D’autre part, ’augmentation de GDF15 est directement associée a la sévérité du cancer. Il a
également été montré que les syndromes d’anorexie/cachexie dans les stades avancés de cancer
sont liés a des concentrations élevées de GDF15 circulant chez les patients (V. W. W. Tsai et
al.,2018). GDF15 est donc un biomarqueur et un facteur de pronostique dans le développement
du cancer. De plus, des approches thérapeutiques comme l'injection d’anticorps spécifiques
contre GDF15 afin de traiter le syndrome d'anorexie/cachexie dans les cas avancés de cancer

sont envisagés (Mimeault and Batra, 2010).

GDF15 et muscles
Le muscle squelettique est un organe sécrétoire qui libere des myokines. Ces protéines sont

libérées dans la circulation pour agir de maniere auto/paracrine ou endocrine. L'exercice

physique est un stimulus permettant la libération de myokines via la contraction musculaire

41



(Ost et al., 2016). En condition physiologique, GDF15 est faiblement exprimé au niveau du
muscle mais son expression est augmentée lors d’un effort physique important et en réponse au
stress mitochondrial musculaire. Une étude a mis en évidence que 1'expression GDF15 dans les
muscles squelettiques a la suite d'un stress mitochondrial diminue la résistance a l'insuline et
protege contre l'obésité induite par le régime alimentaire en induisant la lipolyse et le
métabolisme oxydatif dans le foie, les muscles et le tissu adipeux blanc (Ost et al., 2020). Dans
une autre étude, il a été démontré que GDF15 était produit a la suite d’un stress cellulaire,
engendré par la contraction musculaire, et induisait la lipolyse du tissu adipeux blanc dans un
modele de cellules primaires humaines de muscle squelettique (Laurens et al., 2020). Lors d'un
dysfonctionnement mitochondrial musculaire, I’élévation de la concentration plasmatique de
GDF15 est plus importante la journée que la nuit, mis en évidence par une baisse de la prise
alimentaire plus importante en journée (Ost et al., 2020). Il a été démontré que dans le cadre
d’un stress mitochondrial, GDF15 est synthétisé via la voie de signalisation CHOP (Chung e?
al.,2017) [voir ci-dessus]. Il a également été observé que GDF15 et d'autres genes impliqués
dans le stress oxydatif mitochondrial sont surexprimés a la suite de l'activation de la voie de
signalisation mTORC]1 (protéine kinase a sérine-thréonine conservée), provoquant des
dommages aux myofibres et le vieillissement des fibres musculaires squelettiques dans la
sarcopénie (Tang et al., 2019). Il a d’ailleurs été proposé d’utiliser GDF15 comme un
biomarqueur de la sarcopénie, car il est négativement corrélé a la perte de masse musculaire et
a la capacité physique, donc au développement de la maladie (Kim et al., 2020).

GDF15 et reins
En condition physiologique, GDF15 permet d'une part, de réguler la production de la matrice

extracellulaire rénale, d'autre part, de favoriser la prolifération des cellules épithéliales
tubulaires via la voie de signalisation MAPK (Nair ef al., 2017). Dans une étude menée par
notre laboratoire, il a ét€ mis en évidence que GDF15 était responsable de 1’entrée en
prolifération des cellules intercalaires de type A en réponse a une acidose métabolique, ces
cellules permettant de sécréter des protons contribuant ainsi a rétablir 1’équilibre acido-basique
de I’organisme. Cet effet sur la prolifération des cellules intercalaires de type A passe par le
récepteur ErbB2 (Cheval et al.,2021) [voir ci-dessus]. Par ailleurs, dans les modeles murins de
diabete de type 1 et de type 2, les souris GDF157 sont sujettes a davantage de 1€sions tubulaires
et de dommages interstitiels ainsi qu'a des signes plus importants de glycosurie et de polyurie
par rapport aux souris diabétiques WT, ce qui suggere que GDF15 est nécessaire au maintien
de l'intégrité tubulaire (Mazagova et al., 2013). Dans les maladies rénales chroniques, la

concentration de GDF15 est augmentée, ce qui fait de lui un biomarqueur potentiel (Perez-
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Gomez et al., 2021). Dans 1’étude menée par le laboratoire de Perez-Gomez et al. les niveaux
de GDF15 ont été évalués a partir d’échantillons d’urines, ouvrant la possibilité a un test non
invasif permettant d’évaluer le développement de la maladie rénale chronique (Perez-Gomez et
al.,2021).

Il existe actuellement peu de publications sur le role du GDF15 dans les reins, il est donc
nécessaire de poursuivre les recherches sur son role dans la physiologie et physiopathologie

rénale.

3. Objectif de I’étude

GDF15 est un facteur de croissance qui intervient dans différents processus physiologiques
et physiopathologiques. Sa fonction est différente selon 1’organe et le stade du mécanisme
étudié. Dans le rein, et plus particulierement au niveau des cellules intercalaires de type A, notre
laboratoire a démontré que GDF15 était responsable de 1’entrée en prolifération de ces cellules
dans le cadre d’une acidose métabolique (Van Huyen et al., 2008; Cheval et al., 2021). Une
analyse transcriptomique, également effectuée au sein de notre laboratoire, a démontré que
I’expression du gene codant GDF15 était augmentée dans les canaux collecteurs de souris
déplétées en K*(Cheval et al., 2004). L’objectif de cette étude est donc de caractériser le role

de GDF15 dans I’adaptation rénale a un régime faible en K*.
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II. Matériels et méthodes

1. Modele d’étude

Toutes les expériences ont été réalisées sur des souris méales pesant 25 a 30g. La lignée de
souris génétiquement invalidées pour le géne Gdf15, codant la protéine Gdf15 (avec un fond
C57BL6/J), est maintenue dans notre animalerie, au Centre d’Explorations Fonctionnelles des
Cordeliers. Ces souris dérivent d’une colonie fournie par Dr. Se-Jin Lee (John Hopkins
University, Baltimore, MD)(Hsiao et al., 2000). Les souris controles sont des souris
commerciales C57BL/6J (Charles River).

Les animaux ont été nourris avec un régime standard de laboratoire (0.3 % Na* and 0.6 % K*;
UPAE, INRA, Jouy-en-Josas, France) ou un régime faible en potassium (0.28% Na* and 0.01
% K*; UPAE, INRA, Jouy-en-Josas, France). Le traitement au Mubritinib a été administré par
gavage a raison de 2 administrations par jour (Selleckchem, 8mg/kg/jour), pendant 4 jours en
parallele d’un régime standard ou d’un régime faible en potassium. Les souris ont été sacrifiées,
en fin d’expérimentation, par I’administration intrapéritonéale de Kétamine (10 mg/kg) et de

Xylazine (100 mg/kg) dans du sérum physiologique.

2. Analyses métaboliques

a) Analyse des échantillons d’urine humaine
Les échantillons d’urine ayant servi a la mesure de Gdfl5 proviennent d’une étude

précédente menée par le Dr. Anne BLANCHARD (Hopital Européen Georges Pompidou,
MD)(Blanchard, Brailly Tabard, et al., 2020). L’étude a été approuvée par le comité éthique
local (P120906 — CPP Ile de France VI, NCT02297048) et le consentement informé a été obtenu
de la part des volontaires avant de participer a cette étude (enregistré au registre des essais
cliniques NCT02297048). Les volontaires sains étaient de type Caucasien, de sexe masculin,
agés entre 18 et 35 ans. Les criteres d’inclusion étaient les suivants : un Indice de Masse
Corporel (IMC) compris entre 18 et 30 kg/m?, un ionogramme plasmatique et une fonction
hépatique dans les normes physiologiques, et un débit de filtration glomérulaire supérieur a
60ml/min/1.73m?2. Les sujets sains ont été déplétés en potassium par traitement au sodium
polystyrene sulfonates (Kayexalate®, Sanofi-adventis France) avec 30g par jour pendant deux
jours, suivi d’un régime faible en potassium pendant cinq jours (25 mmol/jour). La
concentration urinaire en GDF15 a été analysée avec un test ELISA pour humain (DGD150,

R&D Systems).
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b) Analyse des urines des souris en cage a métabolisme
Les souris ont été placées en cages a métabolisme (Tecniplast) afin de pouvoir recueillir et

analyser des urines de 24h, mais aussi afin de pouvoir suivre leur prise alimentaire et leur
consommation d’eau. La cage a métabolisme est composée de deux étages. La souris se trouve
dans le premier étage, ou se trouvent un biberon d’eau et une mangeoire. Un récupérateur d’eau
permet de récupérer I’eau lorsque les souris jouent avec les biberons. L’étage supérieur est
séparé de I’étage inférieur par une grille, qui permet le passage des urines et des feces de la
souris. Ces derniers s’accumulent dans I’étage inférieur, apres avoir €té séparés grace a un

systeme d’entonnoir, dans deux godets différents de recueil [voir Figure 17].

Biberon
Etage supérieur

Grille de séparation Mangeoire

Récupérateur d’eau

Systéeme de séparation de

Etage inférieur . .
g I"urine et des feces

Godets de collecte d’urine et
de féces

Figure 17 : Photo légendée d'une cage a métabolisme.

Lors d’expérimentations en cage a métabolisme, la souris est isolée de ses congéneres, il n’y a
plus d’enrichissement dans son environnement et elle passe d’un régime sous forme de
croquettes a un régime sous forme de poudre dans le mangeoire. Pour ces raisons, nous avons
inclus une période d’habituation de quatre jours avant chaque début d’expérience afin de
stabiliser la prise d’eau, de nourriture et donc de poids des souris. Les souris ont été soumises
a un régime standard du laboratoire (0.3 % Na + and 0.6 % K+; UPAE, INRA, Jouy-en-Josas,
France) ou faible en K* (0.28% Na+ and 0.01 % K+; UPAE, INRA, Jouy-en-Josas, France).
Durant I’expérience, les mesures de prise alimentaire, d’eau et de poids corporelle, ainsi que

les recueils urinaires ont été réalisés a heure fixe, chaque matin.

45



L’analyse des concentrations en créatinine des recueils urinaires a été réalisée a 1’aide d’un
automate Konelab (Konelab 20i; Thermo, Cergy Pontoise, France). La concentration en Na* et
K* a été analysée a I’aide d’un photometre de flamme Sherwood Scientific™ Clinical Flame
Photometer (Sherwood Scientific™ 47542000, Fisher Scientific). La concentration urinaire de

GDF15 a été évaluée a I’aide d’un test ELISA pour souris (MG150, R&D Systems).

c) Analyse de la kaliémie des souris, de la concentration musculaire en K*, de la
concentration de GDF15 dans le plasma et dans les tissus
La mesure de la concentration plasmatique en K* des souris a été réalisée par prélevement

sanguin rétro-orbital, sur animal anesthésié (Xylazine, 10mg/kg et Kétamine 100mg/kg), a
I’aide de 1’automate epoc (epoc® blood system analysis, Siemens Healthineers). Les gaz du
sang n’ont pas €té pris en compte, car non fiables sur animal anesthésié. Au moment du
sacrifice, les gastrocnemius ont été prélevés pour mesurer la concentration musculaire de K*.
Apres broyage du tissu dans 1ml d’eau déminéralisée, les lysats ont été incubés dans de 1’acide
trichloroacétique 20% (TCA) pendant une nuit a 4°C avant d’étre centrifugés. Le surnageant a
été analysé au photometre de flamme Sherwood Scientific™ Clinical Flame Photometer
(Sherwood Scientific™ 47542000, Fisher Scientific). Le sang des souris a été récupéré par
ponction intracardiaque puis centrifugé afin de récupérer le plasma. La concentration
plasmatique de GDF15 a été évalué a 1’aide d’un test ELISA pour souris (MG150, R&D
Systems). La concentration de GDF15 dans les tissus des organes prélevés a été déterminé a

I’aide d’un test ELISA pour tissu (E-EL-M0604-96, Elabscience).

d) Analyse de la masse maigre, de la masse grasse et du fluide extracellulaire par TD-
RMN
La masse maigre, la masse grasse et le fluide extracellulaire des souris en régime standard

ou faible en K* ont été déterminés, de maniere non-invasive, par une méthode de résonance
magnétique nucléaire appelée Time-Domain Nuclear Magnetic Resonance (TD-RMN,
Minispec LF50, Bruker). Cette technique permet de différencier les protons dans un
environnement liquide (fluide extracellulaire) des protons dans les tissus mous contenant une
majorité de petites molécules (maigre), ou de grosses molécules (gras). Lorsque les noyaux
atomiques sont exposés a un rayonnement électromagnétique (radiofréquence), ils absorbent
'énergie du rayonnement puis la liberent en se relaxant. Le temps de relaxation varie en fonction
de l'environnement, et I'amplitude du signal RMN est proportionnelle a la masse des protons
(Morla et al., 2020). Les mesures TD-RMN ont été faites en duplicata pour chaque souris, dont

la vessie a été vidée au préalable.

46



e) Analyse des de la masse musculaire des membres postérieurs par RMN
Des mesures RMN ont été effectuées sur des souris WT et GDF157-a JO et J4 de restriction

potassique. Les mesures RMN ont été réalisées a I’aide d’un systeme 7T Bruker BioSpec avec
un spectrometre Advance III (Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlinger, Allemagne). Les souris
ont été scannées sous anesthésie de type isoflurane (1-2%, 11/min O,) sur coussin chauffant.
La fréquence respiratoire a été maintenue entre 80-100 mouvements/minute. La configuration
RMN utilisée était une cryosonde de surface a émetteur-récepteur 1H, placée du coté antérieur
des deux membres postérieurs. L’atrophie musculaire a été évaluée a partir de la surface
maximale de la section transversale des jambes (CSAmax), mesurée sur une tranche d’image
axiale de haute résolution (50*50*200 ym?) obtenue par écho de gradient (11 tranches, écart de
tranche = 0.5mm, TE = 3.66ms, FA = 25°, NA = 12, temps d’acquisition = 8min 18s). Les
contours des jambes ont été dessinés a I’aide du logiciel ITK-SNAP 3.8.0 (Free Software

Foundation, Inc).

3. Analyses biochimiques et biomoléculaires

a) Extractions d’ARN et RT-qPCR
Les différentes parties du néphron ont été¢ microdisséquées selon leur localisation dans le

rein (corticale ou médullaire) et selon leurs caractéristiques morphologiques [voir Figure 18].

Figure 18 : Photographies des différentes parties microdisséquées du néphron. PCT : Tubule contourné
proximal. PST : Partie droite du tubule proximal. TAL : Branche large ascendante de ’anse de Henle. DCT :
Tubule contourné distal. CNT : Tubule connecteur. CD : Canal collecteur.
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Environ 40 a 60 segments ont été isolés par parties de néphron, aprés traitement du rein avec
de la libérase (Sigma-Aldrich, France).

Les tubules rénaux et les différents organes d’intéréts ont été broyés dans du Trizol (TRI
Reagent, Thermo Fischer), avec 1mL de Trizol pour 50 a 100 mg de tissu. Le lysat a été incubé
avec du 1-bromo-3-chloropropane (BCP), avec 0,1mL de BCP pour 1mL de Trizol. Le BCP
crée trois phases distinctes ; une phase rouge contenant les protéines, une interphase contenant
I’ADN et enfin une phase aqueuse transparente contenant 'ARN. La phase aqueuse a été
incubée avec du 2-propanol (0,2mL de 2-propanol pour ImL de Trizol), afin de précipiter
I’ARN. Le culot d’ARN formé a été rincé€ avec de 1’éthanol 75%. Les ARN extraits ont ensuite
été purifiés sur colonne a I’aide des kits RNeasy micro (74004, Qiagen) et RNeasy Mini (74104,
Qiagen) pour les tubules rénaux et les organes respectivement. La concentration d’ARNm
extrait a ét€¢ déterminée par spectrométrie.

Les ARNm extraits ont ensuite été rétro-transcrit (RT) en ADN complémentaire (ADNc) a
I’aide du kit Transcriptor First Strand cDNA synthesis (04896866001, Roche Diagnostic). La
rétrotranscription s’est faite avec 1’utilisation d’amorces hexameres aléatoires. Des controles
négatifs, sans reverse transcriptase, ont été réalisés afin de confirmer la pureté d’extraction par
I’absence de contamination avec de I’ADN génomique. Les ADNc obtenus ont été dilués puis
amplifiés a 1’aide du kit Lightcycler 480 SYBR Green I Master (04707516001, Roche
Diagnostic) et analysés a I’aide d’une machine de PCR en temps réel Lightcycler 480 (Roche).

Les analyses quantitatives en temps réel des genes d’intéréts ont été normalisées en utilisant le

gene de ménage Rpl26.
Primers Séquences UP/DN
Gdf15 5-GAGCTACGGGGTCGCTTC-3
5-GGGACCCCAATCTCACCT-3
Cend1 5-AGCGGTAGGGATGAAA-3’
5-CCATCTGAATGCGTG-3

ErbB2 5-AAGAGGTCACAGCTGAGGAC-3
5-AAAATGCCAGGCTCCCAAAG-3
Trim63 5-ACGTGTGAGGTGCCTACTTG-3’
5-TGGCGTAGAGGGTGTCAAAC-3’
Exbo32 5-TCAAAGGCCTCACGATCACC-3
5-AATCCAGCTGCCCTTTGTCA-3’

Rpi26 5- GCTAATGGCACAACCGTC-3

5-TCTCGATCGTTTCTTCCTTGTAT-3

Figure 19 : Séquences des primers
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b) Marquages fluorescents des canaux colleteurs de la médullaire externe et des coupes
de muscles.
Environ 15 a 20 segments de canaux collecteurs de la médullaire externe (OMCD) ont

été isolés depuis un rein perfusé a la libérase puis transférés sur lame Superfrost Plus
(10149870, Fisher Scientific). Les OMCD ont ensuite été lavés deux fois avec du PBS
contenant du Ca,* et du Mg,*, puis fixés 15 minutes avec du paraformaldéhyde 4% (dilué dans
du Ca,*-Mg,*-PBS). Ensuite, les OMCD ont été lavés une fois avec du Ca,*-Mg,*-PBS et deux
fois avec du Ca,*-Mg,*-PBS et incubés 20 minutes dans 100 mmol/L de glycine diluée dans du
PBS. Aprés perméabilisation au triton, et démasquage des sites, le blocage des sites
aspécifiques a été réalisé avec du PBS contenant 1% de BSA pendant 30 minutes a température
ambiante. Les OMCD ont ensuite été incubés, a 4°C toute une nuit, avec un anticorps primaire
anti-AE1 dilué au 500 dans du PBS-BSA 1%. Les lames ont été lavées une fois avec du
PBS-Tween 0,05% et deux fois avec du PBS et incubées 1 heure dans le noir avec un anticorps
secondaire anti-lapin dilué au 500%™ (TRITC-couplé anti lapin IgG, Jackson ImmunoResearch)
et avec du DAPI (1x/mL). Apres lavage dans le noir, les lames ont ét€ montées dans un milieu
Vectashield et observées au microscope confocal (Zeiss observer.Z1, LSM710).

Les quadriceps ont été prélevés et incubés dans du paraformaldéhyde 4%, puis dans du PBS
1X, avant d’€tre inclus dans des cassettes avec du milieu de montage pour coupes congelées
(O.C.T coumpound Q path® mounting medium for cryotomy, 00411243, VWR). Les
marquages ont été réalisés sur de fines coupes transversales de 4ym (Cryostat CM3050 S,
Leica). Le démasquage des sites de fixation a été réalisé via I’incubation des coupes dans une
solution de Tris-EDTA 1X a 95°C au bain marie, pendant 10 minutes. Les sites aspécifiques
ont ensuite été bloqués avec une solution de sérum d’ane 10% dilué dans du PBS, pendant 30
minutes a température ambiante. Les coupes ont ensuite été incubées sur la nuit, a 4°C, avec un
anticorps anti-laminine (ab11575, Abcam) dilué au 400°™ dans du sérum d’ane 1%-PBS. Les
coupes ont ensuite été lavées 3 fois avec du PBS puis incubées avec 1’anticorps secondaire anti-
lapin Alexa Fluor 555 (ab205718, Abcam) dilué au 500°™ et du DAPI (1 ug/mL) pendant 1
heure a température ambiante. Apres lavage, les coupes ont été montées sous lamelle dans un
milieu glycergel (ab205718, Dako Agilent). L. acquisition des images a été réalisée a I’aide d’un

scanner de lame (Axio Scan.Z1, Zeiss).
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4. Présentation et analyses statistiques des résultats

Les résultats sont représentés sous forme de moyenne =+ I’erreur standard (SEM). Le nombre
de souris utilisées dans chaque expérience est indiqué dans les 1égendes (n). Les comparaisons
de deux groupes ont été faites a I’aide d’un test T de Student (pairé ou non pairé, ou avec
I’équivalent non paramétrique Mann-Whitney ou Wilcoxon, respectivement). Les
comparaisons de plus de deux groupes ont était faites par le biais d’'une ANOVA a un ou deux
facteurs (ou 1’équivalent non paramétrique Kruskal-Wallis). Le choix d’un test paramétrique
ou non paramétrique s’est fait sur la base du nombre de souris par échantillon, de la normalité
et de I’homoscédasticité des données. Une différence a été considérée comme significative

lorsque p< 0,05.
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III. Résultats

1. GDFI15 est augmenté en réponse a un régime faible en potassium

Dans un premier temps, nous avons voulu étudier I’expression de GDF15 chez des souris
en restriction potassique pendant 4 jours. Nous avons observé que GDF15 augmente dans les
urines jusqu’a atteindre un plateau vers le 3™ et 4°™ jour de restriction potassique [voir Figure
20 A]. A 4 jours, I’expression de GDF15 est environ 3 fois supérieure comparée a son
expression lors d’un régime standard (877+104 ng/mmol, contre 310+25 ng/mmol,
respectivement). En parallele, la concentration plasmatique de GDF15 double lors d’une
restriction potassique [voir Figure 20 B]. L’expression de GDF15 est également augmentée le
long du néphron [voir Figure 20 C]. L’élévation systémique de GDF15 nous a orienté vers
I’analyse de la production de GDF15 dans d’autres organes impliqués dans 1’homéostasie du
K*. Nous avons donc mesuré la concentration de GDF15 dans les tissus par ELISA, et elle est
significativement augmentée dans 1’iléum et le colon des souris en restriction potassique mais
pas dans le muscle [voir Figure 20 D]. Afin d’étudier si le lien entre un régime faible en K* et
la production de GDF15 existe chez I’humain, nous avons utilisé des échantillons d’urines
d’une précédente étude ou des volontaires sains de sexe masculin ont été placés sous restriction
potassique pendant une semaine (Blanchard, Brailly Tabard, et al., 2020). On observe que la
kaliémie diminue légerement mais significativement, passant de 3.7+0.1 mmol/L a 3.35+0.09
mmol/L, en réponse a la restriction potassique [voir Figure 21 A]. Cependant, si on compare
I’excrétion urinaire de GDF15 dans les urines de 24h, nous n’observons pas de différence
significative [voir Figure 21 B]. Lorsqu’on s’intéresse au lien entre la concentration urinaire
de GDF15, qui reflete sa production, et la kaliémie, il n’y a pas de corrélation lors d’un régime
standard [voir Figure 21 C]. En revanche, apres une restriction potassique, I’excrétion urinaire

de GDF15 est significativement corrélée a la kaliémie des volontaires sains [voir Figure 21 D].
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Figure 20: Analyse de la production de GDF15 en réponse a une restriction potassique chez la souris.
(A)Concentration urinaire de GDF15, normalisée par la créatinine urinaire, provenant de souris en régime
standard (NK) ou apres 1 a 4 jours de restriction potassique (LK). Les résultats sont représentés avec + SEM
(n=10), analysés a [’aide d’un test ANOVA a un facteur suivi d’'une comparaison multiple avec pour contréle le
groupe NK (¥¥p<0.01, ¥*p<0.05). (B) Concentration plasmatique de GDF15 de souris en régime standard (NK)
ou apres 4 jours de restriction potassique (LK). Les résultats sont représentés avec + SEM (n=>5), analysés a
l’aide d’un test T de Student (**p<0.01). (C) Expression de I’ARNm codant pour GDF15 le long du tubule
proximal contourné (PCT), droit (PST), de la zone médullaire et cortical de la branche ascendante large de
l’anse de Henle (m et cTAL), du tubule contourné distal (DCT), du tubule connecteur (CNT) et du canal
collecteur médullaire et cortical (CCD et OMCD) de souris soumises a un régime standard (NK) ou apres 4
jours de restriction potassique (LK). Les résultats sont représentés avec + SEM (n=5), analysés par comparaison
de Ueffet du régime dans chaque segment indépendamment des autres via un test Mann-Whitney (¥¥p<0.01,
*p<0.05). (D) Mesure de I’expression protéique de GDF15 dans le muscle (gastrocnemius), [’iléum et le célon
par ELISA sur tissus de souris soumises a un régime standard (NK) ou aprés 4 jours de restriction potassique.
Les résultats sont représentés avec = SEM (n=6), analysés a [’aide d’un test Mann-Whitney (**p<0.01).
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Figure 21 : Analyse de la production de GDF15 en réponse a une restriction potassique chez I’humain. Les groupes
d’humains volontaires sains en régime standard (NK, n=9) ou en restriction potassique (LK, n=10) ont précédemment
été caractérisés, voir Blanchard et al. 2019. (A) Kaliémie des volontaires sains en régime standard (NK) ou en
restriction potassique (LK). Les résultats sont représentés avec + SEM, analysés par un test Wilcoxon (¥*p<0.05). (B)
Expression urinaire de GDF15 mesurée par ELISA. Les résultats sont représentés avec + SEM, analysés par un test
Wilcoxon (¥p<0.05). (C) Corrélations linéaires de volontaires sains en régime standard (NK) et (D) en restriction
potassique effectuées a ’aide d’une régression linéaire.

2. L’adaptation rénale a un régime faible en potassium est altérée en absence
de GDF15

Afin d’étudier le role de GDF15, nous avons placé des souris n’exprimant pas GDF15
(GDF157) en cage a métabolisme avec un régime faible en K*. Comme attendu, on observe que
les souris WT diminuent leur excrétion urinaire de K* en réponse a la restriction potassique.
Cependant, les souris GDF157 retardent leur diminution d’excrétion urinaire de K*. Entre le 1¢
et 3¢m¢ jour, les souris GDF157 perdent donc 30 a 100% plus de K* dans les urines comparé aux
souris WT [voir Figure 22 A]. Ce retard dans I’adaptation rénale se reflete sur la kaliémie des
souris GDF157 qui sont hypokaliémiques (3.3+0.1 mmol/L) a 4 jours de restriction alors que

les souris WT, adaptées, demeurent normokaliémiques (3.9+01 mmol/L) [voir Figure 22 B].
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Figure 22 : Conséquences physiologiques de l'absence de GDF15. (A) Excrétion urinaire de K* normalisée par la
créatinine urinaire de souris, en régime standard (NK) ou pendant 14 jours de restriction potassique (LK), WT (cercles
blancs) ou GDF 15" (cercles noirs). Les résultats sont représentés avec + SEM, analysés par un test ANOVA a deux facteurs,
suivi d’une comparaison multiple (*¥p<0.01, *p<0.05). (B) Kaliémie des souris WT (cercles blancs) et GDF15" (cercles
noirs) en régime standard (NK) ou aprés 4 ou 10 jours de restriction potassique. Les résultats sont représentés avec + SEM,
analysés par un test ANOVA a deux facteurs, suivi d’'une comparaison multiple (¥%p<0.01, *p<0.05).

3. L’absence de GDF15 altere I’augmentation du nombre de cellules
intercalaires de type A

Face au probleme de rétention de K+ des souris GDF157, nous nous sommes intéressés aux
cellules intercalaires de type A (ICA), car elles interviennent dans la réabsorption de K+ lors

d’un régime faible en K* [voir chapitre Homéostasie du potassium|. Afin de quantifier le

nombre d’ICA nous avons microdisséqué, puis marqué par immunofluorescence 1’échangeur
anionique 1 (AE1) un marqueur spécifique des ICA, des OMCD de souris WT et GDF157" lors
d’un régime standard ou faible en K*[voir Figure 23 A]. On observe que le nombre de cellules
par millimetre ne change pas en fonction du génotype et du régime des souris [voir Figure 23
B]. Cependant, chez les souris WT, le pourcentage d’ICA augmente lors d’un régime faible en
K+, passant de 20.8+0.7% lors d’un régime standard a 23.7+0.6%. Chez les souris GDF157, le
pourcentage d’ICA ne change pas selon le régime (20.9+0.4% en régime standard contre
21.2+0.8% lors d’une restriction potassique) [voir Figure 23 C].

Dans I’épithélium tubulaire, il est défini que deux ICA ne sont jamais cote a cote en condition
physiologique. L observation de deux ICA adjacentes (doublet) est donc le reflet d’une division
récente de la cellule ou de la transdifférenciation d’une cellule adjacente en ICA. On observe
que lors d’un régime faible en K*, le nombre de doublets d’ICA augmente dans les OMCD de

souris WT comparé au régime standard (13.8+1.8 doublets/mm contre 21.1+1.4 doublets/mm,
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respectivement). En revanche, le nombre de doublets d’ICA n’augmente pas chez les souris
GDF15" en restriction potassique [voir Figure 23 D]. Nous nous sommes ensuite intéressés a
I’expression du gene codant la cycline D1, une protéine régulatrice qui intervient dans la
prolifération cellulaire dans les OMCD des souris WT et GDF157-en régime standard et faible
en K*. On peut voir que lors d’un régime standard, I’expression du gene codant la cycline D1
est similaire chez les deux souches de souris. Elle augmente apres 2 jours de restriction
potassique chez les souris WT, mais pas chez les souris GDF157. Apres 4 jours de restriction,
I’expression du gene codant la cycline D1 augmente chez les souris WT et GDF157, indiquant
un décalage dans le processus de prolifération cellulaire en absence de GDF15 [voir Figure 23
E].

4. Les effets de GDF15 sur ’augmentation du nombre de cellules intercalaires
de type A passe par le récepteur ErbB2

Afin d’aller plus loin dans les mécanismes induits par GDF15 en réponse a une restriction
potassique, nous nous sommes intéressés au récepteur ErbB2. Comme expliqué ci-dessus,
GDF15 possede également un autre récepteur, appelé GFRAL, mais ce dernier n’est pas
exprimé dans le rein, alors que le récepteur ErbB2 y est exprimé (Cheval et al., 2021). Nous
avons donc mesuré I’expression du gene codant le récepteur ErbB2 dans des échantillons de
reins totaux, et le long du néphron distal au niveau du canal connecteur (CNT), du canal
collecteur cortical (CCD) et du canal collecteur médullaire (OMCD) de souris WT en régime
standard ou faible en K*. On observe que le gene codant le récepteur ErbB2 est bien exprimé
dans le rein, et son expression est augmentée de 50 a 100% dans le néphron distal de souris WT
en restriction potassique [voir Figure 24 A]. Ceci indique que Erbb2 pourrait étre impliqué
dans la réponse rénale de GDF15 lors d’un régime faible en K*. Nous avons donc testé cette
hypothése en administrant un inhibiteur antagoniste du récepteur ErbB2, le mubritinib, a des
souris WT en régime standard ou faible en K*. On observe que le mubritinib induit chez les
souris WT un phénotype similaire aux souris GDF157 , soit une hypokaliémie apres 4 jours de
restriction potassique [voir Figure 24 B]. En effet, sans mubritinib les souris WT ont une
kaliémie de 4.0+0.2 mmol/L contre 3.3+0.1 mmol/L pour les souris WT traitées. Nous avons
donc étudié la prolifération des ICA, on observe que le nombre de cellules par millimetre ne
change pas mais le mubritinib bloque 1’augmentation du pourcentage d’ICA et la présence de
doublets normalement mis en place en réponse a la restriction potassique [voir Figure 24 C-

E]. La régulation de la plasticité cellulaire du canal collecteur, essentiel a I’adaptation rénale
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mis en place en réponse a une restriction potassique, passerait donc par la voie de signalisation
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Figure 23 : Etude de la prolifération des cellules intercalaires de type A en réponse a 4 jours de
restriction potassique. (A) Exemples de résultats d’ immunofluorescence obtenus au microscope confocal,
de canaux collecteurs médullaires (OMCD) de souris WT ou GDF 157, sous un régime standard ou aprés
4 jours de restriction potassique. Marquage des noyaux au DAPI (bleu) et de I’échangeur AEI (rouge).
Les acquisitions stack ont été utilisées pour reconstituer les tubules en 3D afin de compter précisément
le nombre de noyaux (B), le nombre de cellules AE1 positives, et le pourcentage de cellules AE1 positives
formant des doublets (D) chez des souris WT (symboles ronds) ou GDF157 (symboles carrés), sous un
régime standard (NK, symboles blancs) ou aprés 4 jours de restriction potassique (LK, symboles noirs).
Chaque symbole représente la moyenne de 7 a 11 tubules du méme animal. Les résultats sont représentés
avec + SEM (n=5-6), analysés par un test Mann-Whitney (**p<0.01). (E) Expression de ’ARNm codant
pour la Cycline DI chez les souris WT (symboles cercles) et GDF15-/- (symboles carrés), sous régime
standard (NK, symboles blancs) ou apres 2 ou 4 jours de restriction potassique (LK, symboles noirs). Les
résultats sont représentés avec + SEM (n=6-10), analysés par un test ANOVA a deux facteurs, suivi d’une
comparaison multiple (**p<0.01, *p<0.05).
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Figure 24 : Etude du récepteur ErbB2 dans le cadre d’une restriction potassique. (A) Expression
de I’ARNm codant pour le récepteur ErbB2 dans des échantillons de reins totaux, de tubules
connecteurs (CNT), de canaux collecteurs corticaux et médullaires (CCD et OMCD). Les résultats
sont représentés avec = SEM (n=5-6), analysés par comparaison de ’effet du régime dans chaque
segment indépendamment des autres via un test Mann-Whitney (¥¥p<0.01, *p<0.05). (B) Kaliémie
des souris WT lors d’un régime standard (symboles blancs) ou aprés 4 jours de restriction
potassique (symboles noirs), traitées ou non avec du mubritinib. Les résultats sont représentés avec
+ SEM (n=5-7), analysés par un test ANOVA a deux facteurs, suivi d’une comparaison multiple
(**¥p<0.01, *p<0.05). Nombre de noyaux (C), de cellules AEI positives (D) et de doublets de cellules
AEI positives (E) chez des souris apres 4 jours de restriction potassique, traitées ou non avec du
mubritinib. Chaque symbole représente la moyenne de 7 a 11 tubules du méme animal. Les résultats
sont représentés avec + SEM (n=4-5), analysés par un test Mann-Whitney (¥*p<0.01).

5. L’absence de GDF15 induit des modifications de la structure musculaire en
réponse a un régime faible en potassium.

Nous nous sommes intéressé au muscle qui est I’un des acteurs majeurs de 1’homéostasie
du K* , via le stockage musculaire ou la libération de K* vers le compartiment extracellulaire.

Nous avons d’abord mesuré le contenu en K+ des muscles gastrocnémiens des souris WT et
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GDF157 en régime standard et apres 4 jours de restriction potassique. On observe que lors d’un
régime standard, les souris GDF157 ont déja 20% de K+ en moins dans leurs muscles comparé
aux souris WT. Suggérant que les souris GDF157 compensent déja I’absence de GDF15 en
relarguant du K* vers le compartiment extracellulaire. Lors d’une restriction potassique, les
souris WT diminuent leur contenu musculaire en K+ passant de 82+2 ymol/g a 663 ymol/g,
alors que les souris GDF15” sont incapables de diminuer davantage leur contenu musculaire
en K* (6843 pymol/g contre 61+5 ymol/g) [voir Figure 25 A]. Nous avons ensuite voulu étudier
si la structure musculaire était modifiée en réponse a un régime faible en K*. Nous avons pu
évaluer la taille des fibres musculaires a 1’aide d’un marquage de la lame basale avec un
anticorps anti-laminine. On observe que les souris WT présentent des fibres musculaires plus
larges que les souris GDF157 (2148+15um? contre 1706+11xm?, respectivement) [voir Figure
25 B]. Afin d’étudier la structure musculaire de manicre précise, la surface des muscles des
membres postérieurs des souris WT et GDF157 en régime standard ou apres 4 jours de
restriction potassique a été mesurée par imagerie RMN. On observe que les souris GDF157
ont une surface musculaire environ 2 fois plus réduite que les souris WT en réponse a 4 jours
de restriction potassique [voir Figure 25 C]. Face a ces modifications musculaires, nous avons
mesuré des marqueurs de dégradation musculaire et avons observé que, lors d’une restriction
potassique, la créatine kinase est plus élevée chez les souris GDF157 comparé aux souris WT
[voir Figure 25 D]. De plus, les génes associés a I’atrophie musculaire, Trim63 et Fxbo32, sont
également plus élevés dans ce contexte chez les souris GDF157 [voir Figure 25 E-F]. Ces
résultats observés suggerent que les souris GDF157 perdent du muscle en réponse a un régime
faible en K*, alors que les souris WT capables de relarguer du K* conservent 1’intégrité de leurs
muscles. En absence de GDF15, le muscle n’est plus capable de répondre correctement a une

restriction potassique.

58



A . B 5 6 . GDF15-KO
120+ g
— = o~
g §3 4
T o
£ 8o = ol 5%
- Yy@g i
© c 2
3 404 | ** -
o
- £
0" 4 3 ; O;QQQQQQQQQQ
NI SENENEOIOEOICEINIOEOE NN
*é\é‘\’@‘**.o\' RN SR S
&
& & fiber area um?
[©
= * -~ *k
C € 27 m D s000 24 E 1o F 4
=
- __ 4000 = Gos " gos -
5 ?lefe " Z 3000 Tos{ | = Ros "
g 4% So00] ® # 2 * 3
é 6 = é x 20004 f 50.4' ° 80.4' é
= o) s 1000- o Fo2| @ £02{ e
3104 - o —— 0.0 ——— 0.0———v—
S o $ o & O & ©
P o8 § &
S S S 0

Figure 25: Analyses des muscles de souris en réponse a une restriction potassique. (A) Concentration en K+ des
gastrocnemius des souris WT (cercles) et GDF157 (carrés) en régime standard (NK, symboles blancs) et apres 4
jours de restriction potassique (LK, symboles noirs). Les résultats sont représentés avec + SEM (n=10-20), analysés
par un test ANOVA a un facteur, suivi d’une comparaison multiples des moyennes (*¥p<0.01, *p<0.05). (B)
Fréquence de distribution des aires des fibres musculaires des quadriceps de souris WT (histogrammes gris, trait
plein) et GDF 157 (histogrammes rouges, trait pointillés) apres une restriction potassique de 4 jours. n=3, 2 coupes
par souris et 8197 et 8734 fibres analysées pour les souris WT et GDF 15", respectivement. (C) Exemple d’une image
RMN des muscles postérieurs de souris WT en restriction potassique. Les régions colorées correspondent a la région
d’intérét, utilisées pour ’analyse de la surface musculaire. Les mesures ont été effectuées chez des souris WT (cercles
noirs) et GDF 157 (carrés noirs) en régime standard ou apres 4 jours de restriction potassique. La différence de
surface a été mesurée entre le régime standard et apres la restriction potassique pour un méme animal. Les résultats
sont représentés avec + SEM (n=6), analysés avec un test T de Student, non pairé (¥p<0.05). (D) Concentration de
la créatine kinase (CK) plasmatique des souris WT (cercles) et GDF157 (carrés) aprés 4 jours de restriction
potassique. Les résultats sont représentés avec + SEM (n=14), analysés avec un test T de Student, non pairé
(*p<0.05). (E) et (F) Analyse de ’expression ARNm des génes Trim63 et Fxbo32, respectivement, dans des muscles
de souris WT (cercles noirs) et GDF157 (carrés noirs) aprés 4 jours de restriction potassique. Les résultats sont
représentés avec + SEM (n=6), analysés avec un test T de Student, non pairé (**p<0.01).
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IV. Discussion et conclusion

GDF15 est faiblement exprimé en conditions physiologiques mais son expression augmente
en réponse a différents stress. Parmi ses différents roles physiologiques, il a ét€ démontré que
GDF15 était un facteur anorexigéne qui induit une diminution de prise alimentaire et une perte
de poids (Chrysovergis et al., 2014; Xiong et al., 2017). 11 est intéressant de noter que le
vieillissement et la cachexie peuvent également induire la production de GDF15, ce qui peut
déclencher un cercle vicieux avec une diminution de I'appétit, aggravant la cachexie (Jones et
al., 2018; Hale and Véniant, 2021). GDF15 est également décrit comme un facteur jouant un
role dans le cadre de 1'obésité, limitant 1'apport et le stockage d'énergie. En plus de ces effets
métaboliques, GDF15 est également étudié comme un marqueur de la progression des tumeurs
cancéreuses avec le potentiel d'étre utilisé comme un biomarqueur (Wischhusen, Melero and
Fridman, 2020). Concernant le rein, il a ét¢ démontré que GDF15 posséde un rdle
néphroprotecteur permettant la régulation de la production de la matrice extracellulaire et
I’entrée en prolifération des cellules épithéliales tubulaires (Nair er al., 2017). Il permet
notamment de limiter les 1€sions tubulaires dans des modeles murins de diabete de type 1 et de
type 2 (Mazagova et al., 2013) [voir le chapitre Le facteur de croissance GDF1S5, pour plus
de détails].

1. GDFI15 régule la réponse rénale a un régime faible en potassium
Nous avons récemment rajouté a cette liste I’implication de GDF15 dans le controle de la

balance ionique. En effet, il a ét¢ démontré que 1’expression de GDF15 était augmentée dans
les canaux collecteurs de souris lors d’une acidose métabolique, et induisait une prolifération
des cellules intercalaires de type A (Cheval et al.,2021). Pour rappel, dans ce contexte, GDF15
est produit par les cellules principales et active le récepteur ErbB2 exprimé au niveau des
cellules intercalaires de type A, provoquant I’entrée en prolifération de celles-ci [voir le chapitre
Voies de signalisations de GDF15, pour plus de détails].

Nous avons démontré dans cette étude, que I’expression de GDF15 était également augmentée
le long du néphron, de I’'iléum et du colon, conduisant a une élévation de GDF15 dans le plasma
et les urines de souris en restriction potassique. Dans les échantillons d’urines issus de
volontaires sains, d’une précédente étude, nous n’avons pas mesuré d’élévation significative de
GDF15 lors d’un passage a un régime faible en K*. En revanche, nous avons pu observer une
corrélation entre I’excrétion urinaire de GDFI15, qui représente de maniere indirecte sa
production, et la kaliémie des volontaires sains lors d’une restriction potassique. Cette

corrélation suggere que les sujets qui réussissent a maintenir une kaliémie normale en réponse
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aun régime faible en K* sont ceux qui produisent le plus de GDF15. Des études supplémentaires
sont cependant nécessaires afin de mieux caractériser le role de GDF15 chez I’humain dans ce
contexte. En effet, dans cette expérience les volontaires sains, sans restriction potassique,
présentaient déja des apports faibles en K* (environ 2g/jour) si I'on compare aux
recommandations de 1’organisation mondiale de la sant¢ (OMS) qui est de consommer au
minimum 3.5g de K* par jour. De plus, la restriction potassique induite n’a fait que diminuer
de 2 fois (environ 1g/jour) leurs apports. Ainsi, deux raisons pourraient alors expliquer pourquoi
nous n’observons pas de différence significative de I’expression de GDF15. 1/ L expression de
GDF15 est déja élevée et n’augmente pas plus lorsqu’on diminue les apports en K*. 2/ Un autre
mécanisme GDF15-indépendant s’est mis en place en réponse aux carences potassiques
chroniques. Il serait alors intéressant d’augmenter les apports des volontaires sains jusqu’a
atteindre les recommandations d’environ 3.5g / jour, avant de passer a un régime faible en K*.
Dans la suite de cette étude, nous avons démontré que 1’absence de GDF15 induit un probleme
d’adaptation rénale. Le rein n’est plus capable de retenir le K* correctement, et cette fuite de K*
dans les urines induit une hypokaliémie des souris GDF15” en restriction potassique. Nous
avons mis en évidence que ce probléme d’adaptation était dii a un probléme d’augmentation du
nombre des cellules intercalaires de type A. Il reste cependant a définir s’il s’agit d’un probleme
de prolifération ou de transdifférenciation des cellules principales en cellules intercalaires de
type A. Dans le cadre d’une acidose métabolique, il a été démontré par notre laboratoire qu’il
s’agissait d’une entrée en prolifération de ces cellules (Van Huyen et al., 2008; Cheval et al.,
2021). Cependant, il a également été¢ démontré dans la littérature que les cellules principales
étaient capables de se transdifférencier en cellules intercalaires de type A (Park, 2012; Iervolino
et al., 2020). Dans le cadre de notre étude, 1’apparition de cellules intercalaires cote a cote
(doublets) et de maniere GDF15-dépendante lors d’une restriction potassique suggere une
entrée en prolifération de ces cellules. Lors d’une transdifférenciation cellulaire, on peut
imaginer un stade ou la cellule exprime a la fois des marqueurs des cellules principales et des
marqueurs des cellules intercalaires de type A donc il serait dont intéressant de 1’étudier par
immunofluorescence. Une approche plus globale serait d’utiliser la technique de single cell
RNAseq, ou il serait possible de distinguer les populations de cellules principales « pures », de
cellules intercalaires de type A « pures » et des cellules en transdifférenciation présentant un
phénotype intermédiaire.

Afin d’aller plus loin dans les mécanismes induits par GDF15, nous avons démontré que
I’augmentation du nombre de cellules intercalaires de type A passait par le récepteur ErbB2.

Ce résultat vient confirmer le role de GDF15 dans la littérature indiquant qu’il est responsable
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de la prolifération tumorale via le récepteur ErbB2 [pour plus de détails voir le chapitre GDF15
et cancer]. Il a également ét€¢ démontré que GDF15 immunoprécipitait avec le récepteur ErbB2
(Liet al., 2018) . Cependant, il reste a définir si GDF15 lie directement le récepteur ErbB2, ou

s’il I’active de maniere indirect.

2. Les effets extrarénaux de GDF15 en réponse a une restriction potassique
Pour rappel, nous avons observé que 1’augmentation de 1’expression de GDF15 n’est pas

limitée aux reins, mais augmente aussi au niveau de I’'iléum et du c6lon des souris en restriction
potassique. Ces observations confirment des études récentes qui démontraient 1’élévation de
I’expression de GDF15 dans ces deux zones du systeme digestif en réponse a un traitement anti-
diabétique, la metformine (Day et al., 2019; Coll et al., 2020). Il a été clairement établie dans
la littérature que l’intestin possede la capacité de détecter la quantit¢é de K* dans le bol
alimentaire et de sécréter en réponse des facteurs permettant de réguler de maniere rapide
I’excrétion urinaire de K+, sans modification préalable de la kaliémie (Youn, 2013). Cependant,
les facteurs impliqués permettant d’agir sur ’excrétion rénale de K* n’ont pas encore été
identifiés. Nous pensons que GDF15 est I’'un des facteurs produit par I’intestin et qui permet
notamment d’induire une rétention rénale de K* en réponse a un régime faible en K+ afin
d’éviter ’hypokaliémie.

Nous nous sommes ensuite intéressés a 1’étude du muscle qui intervient également dans
I’homéostasie du K+ contribuant au maintien d’une kaliémie dans des valeurs physiologiques
[pour plus de détails, voir le chapitre La balance interne de I’homéostasie potassique]. Des
études ont démontrées une production musculaire de GDF15 dans différents contextes
impliquants les muscles, comme a la suite d’un exercice physique ou lors du syndrome de
cachexie (Jones et al., 2018; Laurens et al., 2020). Dans notre étude, nous n’avons pas observé
de différences significatives concernant 1’expression de GDF15 dans les muscles des souris
apres une restriction potassique de 4 jours. Cependant, la tendance observée suggere qu’il serait
intéressant d’analyser 1’expression musculaire de GDf15 en augmentant la durée du régime
faible en K*. Nous avons démontré par la suite que les souris GDF15” ont une concentration
musculaire de K* plus faible lors d’un régime standard, et ne sont pas capables de la diminuer
davantage lors d’un régime faible en K*. Cela pourrait s’expliquer par le fait qu’une baisse trop
importante de la concentration intracellulaire de K* induit une hyperpolarisation de la
membrane plasmique conduisant a ’activation de la sécrétion de Cl, responsable de la
plasmolyse puis de I’entrée en apoptose des cellules (Yu, 2003). Nous avons d’ailleurs observé
par RMN une perte de surface musculaire plus importante chez les souris GDF157 en réponse

a une restriction potassique. Cette réduction de la surface musculaire plus importante chez les
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souris knock-out semble résulter d’une baisse du volume des fibres musculaires mais aussi de
la dégradation des fibres comme le montre I’élévation des facteurs de souffrance musculaire
Fxbo32 et Trim63. Les souris GDF157 compensent, ’incapacité a relarguer du K+ musculaire,
par la dégradation des fibres musculaires mais cela reste inefficace, car les reins des souris
GDF157 ne retiennent pas efficacement le K*.

En conclusion, ces résultats indiquent que GDF15 est un acteur majeur dans 1’adaptation rénale
a une restriction potassique et son absence induit des mécanismes compensateurs qui menent a

’atrophie musculaire.
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Abstract

A low potassium (K¥) intake is a common situation in the population of the Westernized
countries where processed food is prevalent in the diet. Here, we show that expression of
GDF15, a TGFpB-related growth factor, is increased in renal tubular segments and gut parts of
mice in response to low-K* diet leading to a systemic elevation of its plasma and urine
concentration. In human, under mild dietary K* restriction, we observed that urine GDF15
excretion is correlated with plasma K" level. Conversely to WT mice, adaptation to K*
restriction of GDF15-KO mice is not optimal, they do not increase their number of type A
intercalated cell, responsible for K* retention, and have a delayed renal K* retention, leading to
early development of hypokalemia. This renal effect of GDF15 depends on ErBb2 receptor,
whose expression is increased in the kidney collecting ducts. We also observe that, in the
absence of GDF135, the release of K* by the muscles is blunted which is compensated by a loss
of muscle mass. Thus, in this study, we showed that GDF15 plays a central role in the response

to K" restriction by orchestrating the modification of the cell composition of the collecting duct.

198 words
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Introduction

The modern Western diet is characterized by consumption of processed food with high intakes
of proteins, high-fat dairy products and high-sugar drinks correlating with development of
metabolic disorders (diabetes, obesity). This type of diet has also strong but often
underappreciated consequences on the electrolyte balances. Indeed, modern human eating
typical Western diet produces approximately 50 mmol of acid/day whereas our ancestors were
considered to be net base producers (1) . In parallel, the consumption of salt (NaCl) and
potassium (K*) have been completely modified, switching from a rich-K*/low NaCl diet in the
hunter-gatherer population to the opposite in the modern, westernized population (2). In a recent
study, we showed that the median daily Na* and K" intakes in young Parisian males are 136
mmol and 57 mmol/day, respectively (3) which are far from the recommended values by the
dietary reference intakes (maximal Na® intake 65 mmol/day and minimal K* intake 120
mmol/day). Fortunately, we have the ability to cope with these changes that occurred very
recently in our eating habits thanks to our kidneys. However, these long-term dietary
modifications may also contribute to the development of diseases such as hypertension (4) and
are correlated with higher risk of mortality (5) when they encounter favorable genetic
background with polymorphisms that would have remained silent under more “natural” diet.
The lack of K' in the diet is a situation well-known to induce a global adaptation involving
coordinated regulatory processes (6). The ability of muscle to release K (internal balance) is
of particular importance for rapidly modulating the plasma K" concentration (7). In parallel, the
kidney decreases its ability to secrete K (through the inhibition of K* channel ROMK, for
review see (8)) and activates K' retention pathways through a progesterone-dependent
stimulation of the H,K-ATPase type 2 (9) and the increase of the number of A-type intercalated
cells (AIC) in collecting duct (10, 11).

The cellular plasticity of the collecting duct is a fascinating process allowing the kidney to
modify its structure to respond to ionic stress through mechanisms involving either
transdifferentiation from another cell type of the collecting ducts and/or direct cell proliferation.
Our group has identified that the growth differentiation factor 15 (GDF15) triggers the
proliferation of AIC in response to acidosis (12, 13). GDF15 is a peptide belonging to the TGFf3
family which has been reported to have multiple physiological effects (14). Regarding the renal
production of GDF15, in addition to the collecting duct, as mentioned above, it has also been

established that it is produced by a subset of proximal tubule cells in mice mimicking Cockayne
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syndrome (15). It is now strongly suggested that GDF15 is a sentinel mediator (16) that
responds to stress situation involving mitochondrial defects (17-19) and is found increased in
the circulation and urine following many pathological states, mainly in cancer. GDF15 is also
involved in the control of energy metabolism, being overexpressed in obese condition (20, 21)
and having anorectic properties (22, 23). GDF15 is also found increased in aging (24) where it
could protect against inflammation and tissue injury but also to muscle wasting at this stage.
Interestingly, GDF15 has also been identified as one of the most upregulated genes in kidney
collecting ducts in response to dietary K*-restriction (10) but its role in this particular situation
was yet unknown. In this study, we show that GDF15 plays a central role in the control of the
K* balance by adapting the cell composition of the collecting duct and found that the inability

to increase AIC, as observed in GDF15-KO mice, leads to loss of muscle volume.
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Results

GDF15 level is increased in response to dietary K*-restriction

We showed that urine GDF15 is increased (Figure 1A) by K* restriction following a kinetic that
ends to a plateau at day 3-4. At this plateau, the level of GDF15, normalized to the creatinine,
is 3-time higher than in control diet (877104 ng/mmol at day 4 vs 310+25 ng/mmol in control
diet). In parallel, the level of GDF15 in the plasma (Figure 1B) is also 2-time higher in mice
under low-K* diet for 4 days than in control diet (140£14 vs 6942 pg/ml, respectively)
indicating that the stimulation of GDF15 is more systemic than previously envisaged. As shown
in the Figure 1C, the expression of GDF15 is increased to a different extent in all nephronic
segments from mice under low-K" diet. Since the stimulation of GDF15 is more systemic than
previously envisaged, we therefore extend our investigation to muscle tissues and intestine
which are known to be involved in K™ metabolism. As shown in Figure 1D, we measured the
tissue content of GDF15 by ELISA analysis and we showed that it is significantly increased in
the ileum and the colon of mice under K* restriction but not in muscle.

To investigate whether this link between GDF15 and dietary K* restriction is also present in
human, we used urine samples obtained in a former study where healthy young men were K*-
depleted for one week (3). As shown in Figure 2A, the dietary intervention slightly but
significantly decreased the plasma K" level from 3.7+0.1 mM to 3.35+0.09 mM (p=0.039).
When we analysed and compared the urine excretion of GDF15 in these subjects under normal
diet or after a week of K'-depletion, we did not observe any significant difference (Figure 2B).
Taking a closer look at the relationship between the presence of GDF15 in urine and the plasma
K™ level of the different subjects, we found that under normal K* diet, there was no correlation
(Figure 2C). However, after dietary K" restriction the urine excretion of GDF15 is significantly

correlated to the plasma K* level (Figure 2D).

GDF15 is involved in the increase of AIC observed in response to LK diet

To quantify the increase of AIC number, we used a simple method consisting in isolation of
medullary collecting ducts and labelling of the anion exchanger 1, a specific marker of the AIC
(25) (Figure 3A). As shown in Figure 3B, the number of cells/mm is neither modified by the
K*-restriction period nor by the absence of GDF15 (GDF15-KO). However, the percent of
AEI1+ cells increased from 20.8+0.7% in control diet to 23.7+0.6% (p<0.05) in WT mice
(Figure 3C). In GDF15-KO mice, the percent of AIC under control condition is similar to that
in WT mice and did not increase in LK diet condition (20.9+0.4% vs 21.2+0.8%, respectively).
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A characteristic of AIC is to be completely isolated in the tubular epithelium, the observation
of two adjacent cells (doublet) is therefore the trace of a recent cell division. As shown in Figure
3D, the number of AIC doublets was significantly increased by LK diet in WT mice (13.8+1.8
doublets/mm and 21.1£1.4 doublets/mm, respectively, p<0.05). In GDF15-KO mice, the
number of doublets is similar than in WT mice under control condition and did not increase
after 4 days of LK diet. The expression of Cyclin D1 a gene involved in cell proliferation was
then followed in isolated OMCD of WT and GDF15-KO mice under either control diet or 2 and
4 days of LK diet. As shown in Figure 3E, cyclin D1 expression in OMCD is similar in both
mouse strains but is significantly increased after 2 days of LK diet in WT (p<0.01) but not in
GDF15-KO mice indicating a delay in cell division rates in the absence of GDF15. Four days
after LK, both genotypes expressed the same amount of cyclin D1 in their OMCD.

GDF15 participates in the renal adaptation to K'-restriction through an ErbB2-
dependent mechanism

To appreciate the involvement of GDF15 in the renal adaptation to a low-K" diet and the
physiological consequences of the lack of AIC proliferation, we investigated the renal
adaptation to a low-K" diet. The physiological parameters of WT and GDF15-KO mice were
reported in Table 1 and showed that prolonged LK diet induced a decrease of weight and food
intake in WT that is less pronounced in GDF15-KO mice. Urine volume increased in both
genotypes. Measurement of the urine K* excretion of WT and GDF15-KO mice in response to
a LK diet (Figure 4A) showed that the absence of GDF15 induced a delayed in the reduction of
K*-excretion. Thus, at day 1, 2 and 3 of the K*-restriction period, the GDF15-KO mice lose
between 30 to 100% more K* than WT mice. As shown in Figure 4A inset, this delayed renal
response has a consequence on the plasma K* level at day 4 of the LK diet, with GDF15-KO
mice becoming hypokalemic (3.3+0.1 mM) compared with the control mice (4.3+0.2 mM,
p<0.01). On the contrary, WT mice remained with a normal plasma K* value (3.9+£0.1 mM) not
different from that measured in control diet (4.1+0.1mM). The classical receptor for GDF15 is
GFRAL that mediates most of its central nervous effect and metabolic effects (for review, see
(26)). However, this receptor is not present in the kidney (25) but we have recently identified
that ErbB2 receptor, another receptor of GDF15 was present in the kidney (25). In Figure 4B,
we measured ErbB2 expression in whole kidney and isolated segments of the distal nephron
from the connecting tubules (CNT) to the cortical (CCD) and medullary collecting duct
(OMCD). We observed that ErbB2 is not modified by a LK diet at the level of whole kidney

analysis but is significantly increased in the distal nephron by 50-100% in response to K'-
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restriction. This indicates that ErbB2 may be involved in the renal response to K*-restriction of
GDF15. We tested that hypothesis by treating WT mice under control or LK diet for four days
with an antagonist of ErbB2, the mubritinib. As shown in Figure 4C, mubritinib treatment did
not modify the number of cell/mm but impeded the LK diet-dependent increase of AIC (Figure
4D-E). Interestingly, the absence of ICA proliferation under a low-K* diet impedes a correct
adaptation since we showed that if mubritinib alone did not impact the plasma K level of mice
under control diet, it reduced the plasma K™ values of WT mice under LK diet (non-treated mice
4.0+0.2mM vs treated mice 3.3+0.1 mM, p<0.05, Figure 4F). The regulation of cell plasticity
in collecting ducts by a GDF15/ErbB2 axis could therefore be an important process to adapt to

a dietary K* restriction.

The absence of GDF15 induces modification of muscle structure in response to K*
restriction

Since muscles participate in the K" balance by releasing their intracellular K* into the
extracellular compartment, we first measured the muscle K* contents of the WT and GDF15-
KO mice under normal or K* depleted conditions.

As shown in Figure 5A, under normal conditions, muscles (gastrocnemius) of WT mice
contained 20% significantly more K* than those from GDF15-KO mice. This result suggests
that the GDF15-KO mice already compensate the lack of this factor by releasing muscle K. As
expected, the muscle K* content is significantly decreased in WT mice after 4 days of K*
restriction compared to normal condition (66+3 vs 82+2 pumol/g, respectively). Conversely,
GDF15-KO mice that have already a low muscle K" content under normal condition are unable
to decrease it (68+3 vs 6145 pmol/g). We then investigated whether the muscle structure was
modified in response to K* restriction and found that, in this condition, WT muscles have larger
fibres than GDF15-KO mice (2148+15 pm? and 1706+11 um?, respectively, Figure 5B). To
confirm that K* restriction differently impacts muscle structure in WT and GDF15-KO mice,
NMR imaging of hindlimbs have been carried out to precisely measure the size of the muscles.
As shown in Figure 5C, the difference of size in the same animals between normal K™ condition
and 4 days of K* restriction indicated that the size of GDF15-KO mice is 2-times more reduced
compared to WT mice. These two results (laminin labelling and NMR imaging) strongly
suggest that GDF15-KO mice loose muscle in response to K™ restriction whereas WT mice, that
have the ability to release K* from their muscles, maintain their muscle integrity. We, therefore,
measured markers of muscle degradation and showed that plasma creatine kinase is more

elevated in GDF15-KO mice compared to WT mice (Figure 5D). In addition, the muscle
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expression of two genes related to muscle atrophy, TRIM63 and Fxbo32 (27), was found
strongly upregulated under low-K* in GDF15-KO mice diet compared to WT mice (Figure 5E-
F).
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Discussion

GDF15 is generally expressed at a low level under normal/healthy conditions whereas its
plasma concentration or urine excretion increase significantly in front of different stresses that
generally involve mitochondria dysfunction (28-30). Among its different roles that have been
demonstrated (for review see (14)), its action as an anorectic factor that induces loss of food
intake and weight is of major importance (31, 32). Interestingly, aging and cachexia can also
induce GDF15 production (33) that may trigger a vicious circle, leading to decrease of appetite
which, then, aggravates the situation. GDF15 is also described as a factor that plays a role as
negative feedback in response to obesity, limiting energy intake and storage (for review, see
(34)). In addition to these global metabolic effects, GDF15 also became a marker of solid cancer
tumor progression with the potential to be used as a prognostic factor (for review (35)).
Regarding kidney, GDF15 has been recently identified in chronic kidney disease as pro-
cachectic factors (36) and treatment of mice with GDF15 peptide following unilateral ureter
obstruction decreases renal fibrosis (37).

GDF15 regulates renal ion excretion

We recently added to this list of functions, the involvement of GDF15 in the control of ionic
balances. Indeed, we described that GDF15 expression was strongly increased in kidney
collecting ducts in response to acid load (12) and showed that it controls the proliferation rate
of AIC in this situation (13). The mechanism of this system was recently elucidated, showing
that GDF15 was produced by the principal cells through a vasopressin-dependent pathway and
then could activate directly or not ErbB2 receptor on AIC to trigger cell division (25). In the
present study, we showed that GDF15 expression by collecting duct is not specific of metabolic
acidosis but is also induced by K™ restriction and was more systemic, with increased expression
in all renal segments and different gut parts, leading to an increase of the urinary and the
circulating levels of GDF15. Using samples from a recent study where we tested the adrenal
response of healthy volunteers to a mild decrease of K* intake (3), we did not measure a
significant increase of GDF15 in the urine of the participants which may be due to the fact that
we only moderately decrease the K" intake by a factor 2. However, this challenge was sufficient
to show that both urine GDF15 and the plasma K" level of the participants were correlated.
Interestingly, in the K depleted group, the individuals that maintain a normal K* value were
those that had elevated urine GDF15 levels, indicating that the ability to increase GDF15 could

protect against hypokalemia. Further investigation with an increased number of volunteers
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would be required to better define the role of GDF15 in human, but this result already confirms
the involvement of GDF15 in the K™ balance in human too.

Acidosis and K™ restriction are well known conditions leading to increase the number of AIC.
There are evidences in the literature for an increase of the proliferation rate of these cells in
both conditions (10, 13, 25, 38) but also for interconversion from one type of cell (principal or
ICB) into ICA (39-41). Here, we cannot definitively conclude for the involvement of GDF15
in one mechanism or another, but we believe that the apparition of doublets of ICA and their
reduction in its absence rather plead for a role in the proliferation of ICA. The absence of
GDF15 impedes the increase of ICA number in response to K* restriction, by a mechanism that,
as in acidosis (25), involves ErbB2 receptor. In most of the peripheral tissues such as kidneys,
the GDF15 receptor GFRAL is absent (42), indicating that the peripheral action of this factor
must be transduced by another receptor. Whether GDF15 directly binds to ErbB2 receptor
remains to be clearly establish, however, it has already been involved in the activation of this
receptors in different types of cancer (43-45) where it promotes cell proliferation and pErbB2
was successfully immunoprecipitated with GDF15 (46). The consequences of this inadaptation
are a loss of K" in the urine and a rapid decrease of the plasma K* level, indicating that GDF15-
mediated AIC proliferation is of major importance in response to K* restriction.

Extrarenal role of GDF15 in response to K* depletion

The finding that induction of GDF15 is not restricted to a particular renal segment but also to
gut parts is in good agreement with the recent observation that after treatment with metformin,
an anti-diabetic drug (47) the source of GDF15 was the ileum and the distal colon (48). There
are also many examples showing that muscle produces GDF15 in different contexts such as
exercise (49) or cachexia (33). In our experiments, after 4 days of dietary K* restriction, the
expression of GDF15 by muscles was not significantly increased but the tendency we observed
suggest that further experiments should be performed to investigate whether the duration of the
diet could influence the response of this tissue.

It is known for years that the gut has the ability to sense K* content and may release factors that
permit to rapidly adapt the urine K™ excretion without any modification of the plasma K" level.
The elegant works, mainly by JH Youn and AA McDonough, using the “K*-clamp” technic
were recapitulated in (50) and clearly established the concept of feedforward control of the K*
balance. A that time, the proposed factors involved in the feedforward control system were not
formally identified and were supposed to “inform” the kidney in a situation of K loading to

increase its excretion in the urine. We propose that this system, through GDF15, may also
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contribute to activate renal K retention mechanisms to prevent a drop in plasma K* level in
case of low K" intake.

Muscles also contribute to maintain a normal plasma K* value by releasing intracellular K* (6,
51) through the regulation of Na,K-ATPase isoforms (52). However, GDF15-KO mice have a
low muscle K* content at baseline and seems not able to reduce it even lower. Instead, we
observed that GDF15-KO mice decreased their muscle volume through a GDF15-independent
mechanisms. A simple explanation is that a low intracellular K" concentration is associated to
cell death (53), because it would hyperpolarize the membrane and activates Cl- secretion, cell
shrinkage and ultimately apoptosis. Therefore, in GDF15-KO mice, since their level of
intracellular K* is already low, the release of K* from muscle cells, as expected in response to
K" restriction, rapidly leads to muscle cell shrinkage and destruction. In our study, we cannot
distinguish between cell shrinkage and cell death to explain the decrease of muscle volume, but
probably both processes are involved since we observed the presence of markers of muscle
lysis. The muscle lysis is inefficient to maintain the plasma K" value in a normal range since
the kidneys of GDF15-KO mice do not retain it efficiently. Therefore, this is an example where
the absence of GDF15 leads to a loss of muscle whereas GDF15 is in, other circumstances,
described as a muscle atrophic factor (15, 36).

Altogether, GDF15 appears to be a factor that control plasma K* level by regulating the renal

cell plasticity. Its absence inducing a compensatory mechanism that leads to muscle atrophy.
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Material and Methods

Animals

Experiments were performed on C57BL/6J wild-type and knock-out mice for the GDF15
(GDF15-KO). The GDF15-KO mice were first provided by Dr. Se-Jin Lee (John Hopkins
University, Baltimore, MD) and backcrossed with C57BL/6J (13). The animals were kept at
CEF (Centre d’Explorations Fonctionnelles of the Cordeliers Research Center, Agreement no.
A75-06-12).

Human urine samples

The samples used to measure urine GDF15 were described previously in (3). Briefly, The
healthy volunteers were Caucasian males 18 to 35 years of age. Inclusion criteria were BMI
ranging from 18 to 30 kg/m?, plasma ionogram and liver panel within normal range, estimated
glomerular filtration rate (MDRD) > 60 ml/min/1.73 m?. They were depleted in K* by treatment
with 30 g daily sodium polystyrene sulfonates (Kayexalate®, Sanofi-Adventis France) over two
days, followed by 5 days under a low-potassium diet (25 mmol/d).

Metabolic analysis

To record physiological parameters, mice were placed in metabolic cages (Techniplast, France)
and were fed a standard laboratory diet (0.3 % Na ™ and 0.6 % K*; UPAE, INRA, Jouy-en-
Jossas, France) or a low-K* diet (0.28% Na* and 0.01 % K*; UPAE, INRA, Jouy-en-Jossas,
France). Mubritinib (Euromedex, Souffelweyersheim, France) treatment was performed by
gavage twice daily (8 mg/kg/day) for 4 days along with a normal or a low-K* diet.

Urinary creatinine concentrations and plasma ASAT were determined using an automatic
analyzer (Konelab 20i; Thermo, Cergy Pontoise, France). Urinary K" concentration was
determined by flame photometry (M420, Sherwood Scientific, France). Plasma K* was
measured by retro-orbital puncture on the anesthetized animal (a mix of xylazine, 10mg/kg and
ketamine 100mg/kg) with an Epoc pH/blood-gas analyzer (Siemens Healthineers, Saint Denis,
France). Plasma and urine GDF15 were measured by ELISA test (MG150 and DGD150, for
rodent and human GDF15, respectively, R&D Systems) and tissue GDF15 was measured using
an ELISA test (Elabscience).

Quantitative PCR

After collection, mRNA of kidney, muscle and part of the gut were extracted by the TRI reagent
(Invitrogen, Villebon sur Yvette, France) following the manufacturer’s instructions. Isolation
of 40-60 renal segments was performed according to localization in the kidney (cortex vs

medulla) and well-defined morphologic characteristics under binocular loupes after kidney
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treatment with Liberase (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) as described in (25).
RNA extraction from these segments was performed using RNeasy micro kit (Qiagen, Hilden,
Germany). mRNA was then retro-transcribed into cDNA (Roche Diagnostics, France)
according to the manufacturer’s instructions and real-time PCRs were performed on a
LightCycler (Roche Diagnostics, France). No signal was detected in samples that did not
undergo reverse transcription or in blank runs without cDNA. In each run, a standard curve was
obtained using serial dilution of stock cDNA.

Immunolabelling on isolated OMCD for cell counting

15-20 short OMCD segments were isolated from Liberase-treated kidney and transferred onto
a Superfrost Plus glass slides and treated as described recently in (25). AIC were identified as
AE1+ cells after labeling with an anti-AE1 antibody (1/500, gift from C.A. Wagner). For cell
and doublet counting, a 3D reconstruction from all stacks (ImageJ) was performed from images
of AE1-labelled OMCDs acquired by confocal microscopy (25).

Immunolabelling for laminin on muscles

Quadriceps were collected and fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) solution for 1 hour, rinsed
in PBS for 30 min and immediately frozen in optimum cutting temperature medium (OCT).
Four um thick sections were cut with a cryostat (Leica CM305S). Before labeling with a rabbit
anti-laminine (1/400 Abcam, ab11575) and a secondary anti-rabbit antibody (Alexa Fluor 555,
Abcam), the slices underwent a retrieval procedure (Tris-EDTA pH9, 10 min, 95°C). The
labeled slices were then observed using an Axio Scan Z1 (Zeiss) microscope allowing
acquisition of the whole slice. The muscle fiber areas were determined using the QuPath
software (54) and the frequencies of distribution were assessed using GraphPad Prism software.
NMR imaging of mouse hindlimbs

NMR experiments were performed on WT and GDF15-KO mice (n=6) at baseline and 4 days
after Low-K" diet. NMR data were acquired using a 7T Bruker BioSpec system interfaced with
an Advance III spectrometer (Bruker BioSpin MRI GmbH, Ettlingen, Germany). Mice were
scanned under isoflurane anaesthesia (1-2%, 11/min O2) on a water-heating pad. Respiratory
frequency was maintained between 80-100 motions/min. The NMR setup used was a 'H
transceiver surface Cryoprobe placed next to the anterior compartment of the two hindlimbs.
Muscle atrophy was evaluated from the maximum cross-sectional area of the legs (CSAmax)
measured on one slice from an axial high-resolution (50*50*200 pm?®) gradient-echo images
(12 slices, slice gap = 0.5 mm, TE = 3.66 ms, TR = 166.26 ms, FA = 25°, NA = 12, acquisition
time = 8 min 18s). Contours of the legs were drawn using ITK-SNAP 3.8.0 (Free Software

Foundation, Inc) software.
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Data and statistical analysis

Results are expressed as mean+=SEM. The numbers of mice used in these experiments are
indicated in the legends (n). Normality of the result distribution is tested using the Shapiro-Wilk
analysis. Non-parametric (One-way or two-way ANOVA tests) or parametric (Student t-test)
tests were used to determine statistical significance (see the legends), differences with p<0.05
were considered significant.

Study approvals

All animal experimentations were conducted in accordance with the institutional guidelines and
the recommendations for the care and use of laboratory animals put forward by the Directive
2010/63/EU revising Directive 86/609/EEC on the protection of animals used for scientific
purposes (project has been approved by a user establishment’s ethics committee and the Project
Authorization: number 21927).

Regarding the use of human samples, the study was approved by the local Ethics Committee
(P120906 - CPP Ile de France VI, NCT02297048) and informed consent were obtained from
the volunteers before participating in the study (registered on clinical trial registry,
NCT02297048).
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Figure 1: GDF15 is produced in response to K* restriction. A/ Urine GDF15 normalized by
urine creatinine under control condition (NK, empty symbols) and at day 1 to 4 of a low-K*
diet period (LK, filled symbols). Results are shown as mean+=SEM (n=10) and analyzed by a
one-way ANOVA test (p<0.01) followed by a Dunett’s multiple comparison test with NK group
as a control group (** p<0.01; * p<0.05). B/ Plasma GDF15 level in mice under normal diet
(NK, empty symbols) or K*-restriction for 4 days (LK, filled symbols). Results are shown as
meantSEM (n=4-5) and analyzed by an unpaired Student t test (** p<0.01). C/ mRNA
expression of GDF15 in isolated proximal convoluted tubules (PCT), proximal straight tubules
(PST), medullary and cortical thick ascending limb (m and cTAL), distal convoluted tubule
(DCT), connecting tubule (CNT) and cortical or outer medullary collecting duct (CCD and
OMCD) of mice under normal diet (NK, empty symbols) or K*-restriction for 4 days (LK, filled
symbols). Results are shown as mean+SEM (n=5) and analyzed by comparing the effect of the
diet on each segment independently of the others by a Mann-Whitney test (** p<0.01; *
p<0.05). D/ GDF15 protein expression was measured in muscle (gastronecmius), ileum and
distal colon tissues by ELISA in mice under normal diet (NK, empty symbols) or K*-restriction
for 4 days (LK, filled symbols). Results are shown as mean+=SEM (n=6) and analyzed by a
Mann-Whitney test (** p<0.01).
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Figure 2
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Figure 2: Urine GDF15 level correlates with plasma K* value in human under dietary K*
restriction.

The groups of healthy volunteers under normal diet (NK, empty symbols) or K*-restriction (LK,
filled symbols) were already characterized in (3). A/ plasma K" values in NK (n=9) or LK
(n=10). Results are shown as mean+SEM and analyzed by a Wilcoxon test (* p<0.05). B/ urine
GDF15 excretion measured by ELISA. Results are shown as mean+SEM and analyzed by a
Wilcoxon test (* p<0.05). Correlation between both parameters for NK group (C) and LK group
(D) assessed with a simple linear regression test indicating that the slope is not different from
0 in the NK group with a Pearson R squared of 0.497 whereas it is in LK group (p=0.013) with
a Pearson R squared of 0.749.
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Figure 3: GDF15 is involved in proliferation of ICA under low-K* diet

A/ Examples of immunofluorescence pictures obtained by confocal microscopy from isolated
OMCD from WT (circles) or GDF15-KO (squares) mice under normal (empty symbols) or K*-
restriction for 4 days (filled symbols) labelled with DAPI (blue) and anti-AE1 antibody (red).
The stacks of these images were then used to reconstruct tubules in 3D in order to accurately
count the number of nucleus (B), the number of AE1+ cells (C) and the number of AE1+
doublet (at least two AE1 + cells with cell-cell contact, (D). Each symbol represents the mean
value of 7-11 reconstructed tubules of the same animal. Results are shown as mean+SEM (n=5-
6) and analyzed by a Mann-Whitney test (** p<0.01). E/ Cyclin D1 mRNA expression in WT
(circles) or GDF15-KO mice (squares) under normal (empty symbols) or K*-restriction (filled
symbols) for 2 and 4 days (n=6-10). Results are shown as mean+SEM and analyzed by a two-
way ANOVA followed by a Sidak’s multiple comparison test. Cyclin D1 expression is strongly
affected by the period of the K*-restriction (p<0.01) and by the combination of both treatment
period and genotype (p<0.01) but not by the genotype itself (p=0.25).
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Figure 4: GDF15 regulates K" balance under low-K" diet

A/ Urine K* excretion normalized by urine creatinine under control condition (NK) and at day
1 to 14 of a low-K" diet (LK) in WT (circles) or GDF15-KO (squares) mice. Results are shown
as meantSEM (n=6) and analyzed by a two-way ANOVA followed by a Sidak’s multiple
comparison test (** p<0.01, * p<0.05). Inset Plasma K™ level under control condition (NK) and
at day 4 and 10 of a low-K* diet (LK) in WT (circles) or GDF15-KO (squares) mice. Results
are shown as mean+=SEM (n=6-8) and analyzed by a two-way ANOVA followed by a Sidak’s
multiple comparison test (** p<0.01, * p<0.05). B/ mRNA expression of ErbB2 in total kidney
or CNT, CCD and OMCD renal segments of mice under normal diet (NK, empty symbols) or
K*-restriction for 4 days (LK, filled symbols). Results are shown as mean+SEM (n=5-6) and
analyzed by comparing the effect of the diet on each segment independently of the others by a
Mann-Whitney test (** p<0.01; * p<0.05). Number of nucleus (C), number of AE1+ cells (D)
and the number of AE1+ doublets (E) in WT mice under low-K* diet for 4 days (LK) in the
absence (filled circles) or the presence (filled squares) of mubritinib treatment. Each symbol
represents the mean value of 7-11 reconstructed tubules of the same animal. Results are shown
as mean=SEM (n=4-5) and analyzed by a Mann-Whitney test (** p<0.01). F/ Plasma K" level
in WT mice under control condition (NK, empty symbols) and at day 4 of a low-K* diet (LK,
filled symbols) in the absence (circles) or presence (squares) of mubritinib treatment. Results
are shown as mean+=SEM (n=5-7) and analyzed by a two-way ANOVA followed by a Sidak’s
multiple comparison test (** p<0.01, * p<0.05).
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Figure 5: Muscle differentially contributes to K balance in WT and GDF15-KO mice

A/ Muscle K* content from gastronecmius of WT (circles) and GDF15-KO (squares) mice
under normal diet (empty symbols) and LK diet (day 4, filled symbols). Results are shown as
mean+SEM (n=5) and analyzed by one way ANOVA test (* p<0.05). B/ Distribution of the
frequency of muscle fiber area in quadriceps of WT (blue circles, plain line) and GDF15-KO
(red squares, dotted line) mice under LK diet for 4 days (bin width 100 um?, n=3 mice, 2
slices/mouse, 8197 and 8734 fibers analyzed in WT and GDF15-KO mice, respectively.
Gaussian curves were fitted to the data of WT and GDF15-KO mice, respectively. C/ Example
of the NMR images of the hindlimb muscles from a WT mouse under low-K diet. Colored
portions correspond to the region of interest (ROI) used for calculation of the muscle area.
Measurements were performed in WT (circles) and GDF15-KO (squares) mice in normal K*
diet and after 4 days of low-K" diets. For the same animals, the differences of the muscle
surfaces, between the day before diet modification and the day 4 of the LK diet, were calculated.
Results are shown as mean+=SEM (n=6) and analyzed by a non-paired Student t-test (*p<0.05).
D/ Plasma creatine kinase (CK) activity of WT (circles) and GDF15-KO (squares) mice under
LK diet (day 4). Results are shown as mean+SEM (n=14) and analyzed by non-paired Student
t-test (* p<0.05). E and F/ mRNA expression of TRIM63 and Fxbo32 in muscles from WT
(circles) and GDF15-KO (squares) mice under LK diet (day 4). Results are shown as
mean+SEM (n=6) and analyzed by non-paired Student t-test (** p<0.01).
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DEUXIEME ETUDE : HOMEOSTASIE DU
POTASSIUM AU COURS DE LA GESTATION
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I. Introduction

La gestation est un état physiologique qui nécessite des modifications a la fois
physiologiques et anatomiques du systeme cardiovasculaire et rénal afin de permettre a la
femme enceinte de faire face aux besoins du développement du feetus. Le métabolisme
électrolytique, qui dépend en grande partie de la fonction rénale, est modifié¢ afin de pouvoir
apporter tous les nutriments nécessaires a I’embryon. Le développement de I’embryon nécessite
notamment une grande quantité de K*. A la fin de la gestation, la femme a accumulée 300 mmol
de K* en plus, ce qui représente 10 a 15% du contenu total en K+ de I’organisme (Lindheimer
et al., 1987). L’adaptation rénale au cours de la gestation est essentielle, et I’altération de cette
derniere peut étre délétere. Il a été démontré que 1’insuffisance rénale chronique augmentait le
risque de complications de la grossesse avec, par exemple, le développement d’une
prééclampsie ou un accouchement prématuré (Jones, 1996). Par ailleurs, le risque de
prééclampsie €tait inversement proportionnel aux apport journaliers de K+ (Frederick et al.,
2005). 11 a été démontré dans notre laboratoire, et confirmé par d’autres, que la HKA?2 était
stimulée par la progestérone au cours de la gestation et permettait la rétention de K* (Elabida et
al.,2011; Salhi et al.,2013; West et al., 2018). L absence de la HKA?2 impacte la gestation des
souris HKA2” en empéchant la rétention efficace de K* (Salhi ez al., 2013). En effet, les souris
HKA2" présentent une baisse du taux de fertilité, des portées plus petites, et un taux de
mortalité des foetus plus important comparées aux souris WT. Ce phénotype a pu étre corrigé
par la supplémentation en K* des souris HKA2” (Salhi et al., 2013). Nous avons cependant
observé que bien que les souris HKA2- ne retenaient pas le K* efficacement, elles réussissaient
a maintenir une kaliémie dans des valeurs physiologiques et ne développaient donc pas
d’hypokaliémie. Nous avons donc émis et testé I’hypothese selon laquelle les souris HKA2"
limiteraient leur expansion du volume extracellulaire au cours de la gestation afin d’empécher
I’apparition d’une hypokaliémie. Nous avions déja observé ce phénomene chez des souris
HKA2" en restriction potassique qui étaient capable de limiter la sévérité de I’hypokaliémie
par une baisse de leur volume extracellulaire d’environ 20% (Walter et al., 2016). Nous avons
donc étudié la régulation des systemes de transport de Na* connus pour étre impliqués dans
I’expansion du volume plasmatique pendant la gestation chez des souris WT et HKA2"
gestantes. Nous nous sommes concentrés sur le systtme de transport de Na* au niveau des
cellules du tubule contourné distal via NCC, au niveau des cellules principales via ENaC, au
niveau des cellules intercalaires de type B via le couple pendrine et 1’échangeur de Na* CI-

/HCO5; NDCBE, et le transport de I’eau par I’aquaporine 2. Nous avons démontré que les souris
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HKA2" gestantes limitent I’augmentation de leur volume extracellulaire comparées aux souris
WT gestantes. Chez ces dernieres, I’expression du canal ENaC et de I’échangeur pendrine est
stimulée alors que 1’expression du co-transporteur NCC est diminuée. Ces modifications des
systemes de transports de Na* sont atténuées chez les souris HKA2 gestantes. L’altération de
I’adaptation rénale chez les souris HKA?2” gravides, s’accompagne du développement d’une
hypotension. Ces résultats démontrent que la HKA?2 est un acteur clé du contrdle rénal du
métabolisme sodé et potassique pendant la gestation et que le maintien de la kaliémie peut se

faire au détriment du volume extracellulaire et de la pression artérielle.
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Walter C, Rafael C, Lasaad S, Baron S, Salhi A, Crambert G.
H,K-ATPase type 2 regulates gestational extracellular compartment
expansion and blood pressure in mice. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol 318: R320-R328, 2020. First published January 8,
2020; doi:10.1152/ajpregu.00067.2019.—The modifications of the
hemodynamic system and hydromineral metabolism are physiological
features characterizing a normal gestation. Thus, the ability to expand
plasma volume without increasing the level of blood pressure is
necessary for the correct perfusion of the placenta. The kidney is
essential in this adaptation by reabsorbing avidly sodium and fluid. In
this study, we observed that the H,K-ATPase type 2 (HKA2), an ion
pump expressed in kidney and colon and already involved in the
control of the K* balance during gestation, is also required for the
correct plasma volume expansion and to maintain normal blood
pressure. Indeed, compared with WT pregnant mice that exhibit a
1.6-fold increase of their plasma volume, pregnant HKA2-null mice
(HKA2KO) only modestly expand their extracellular volume (X1.2).
The renal expression of the epithelial Na channel (ENaC) a- and
v-subunits and that of the pendrin are stimulated in gravid WT mice,
whereas the Na/Cl~ cotransporter (NCC) expression is downregu-
lated. These modifications are all blunted in HKA2KO mice. This
impeded renal adaptation to gestation is accompanied by the devel-
opment of hypotension in the pregnant HKA2KO mice. Altogether,
our results showed that the absence of the HKA?2 during gestation
leads to an “underfilled” situation and has established this transporter
as a key player of the renal control of salt and potassium metabolism
during gestation.

ATPI2A; blood pressure; kidney; Na* retention; pregnancy

INTRODUCTION

Gestation is a physiological situation requiring strong adap-
tation of the cardiorenal systems in order to cope with the
demands of the growing fetus. For this purpose, the extracel-
lular volume is increased by 30—-50%, which is accompanied
by a decrease in plasma osmolality and plasma Na* levels
(13). Interestingly, under a normal (nongestational) situation,
the decrease of these two parameters should trigger the inhi-
bition of vasopressin (AVP) production and renal water reab-

* C. Walter and C. Rafael contributed equally to this work.

Address for reprint requests and other correspondence: G. Crambert, Centre
de Recherche des Cordeliers, Laboratoire de Physiologie Rénale et Tubulopa-
thies, 15 rue de I’Ecole de Médecine, 75270 Paris cedex, France (e-mail:
gilles.crambert@crc.jussieu.fr).
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sorption to secrete fluid. However, during gestation, the sensi-
tivity of osmoreceptors is modified, and AVP production is
maintained for reduced levels of plasma osmolality (13). In
addition to salt and water, K* is also retained during gestation,
in part, through the stimulation of the H,K-ATPase type 2
(HKAZ2) (30, 41). This electroneutral transporter (4) consists of
two subunits, a catalytic a-subunit (encoded by the Afpl2a
gene) that may combine, in heterologous systems, with differ-
ent chaperone-like (3-subunits (10, 16). This transporter exhib-
its pharmacological and transport features common to two
closely related P-type ATPases, the Na,K-ATPase and the
H,K-ATPase type 1 (for review, see Ref. 9). For instance,
HKA2 may transport Na*t instead of H* (5, 7, 10) and is
sensitive to ouabain (1, 8, 33) like the Na,K-ATPase and
contributes to the renal secretion of salt (14, 26). It also
transports H* and is sensitive to Schering 28080 (27) as the
H,K-ATPase type 1. The expression of the HKA?2 is stimulated
by progesterone through a nuclear progesterone receptor-de-
pendent pathways, which induces K* retention (15, 17), and
this regulatory process may be relevant during gestation.

We have previously shown that the absence of the HKA2
impacts gestation of mice by impeding efficient K* retention
(30). Indeed, during gestation, HKA2KO mice display a de-
crease in fertility rate, smaller litter size, and higher mortality
rate. This phenotype can be reversed by a dietary supplemen-
tation in K*. Surprisingly, although those mice do not retain
K™ as efficiently as their WT littermates during gestation, their
plasma K™ level remains in the normal range (30). Therefore,
we have drawn and tested the hypothesis that this normal
plasma K™ level may be the result of an altered extracellular
volume expansion during gestation of HKA2KO mice that
would compensate for a putative development of hypokalemia.
We will focus on the regulation of the Na transport systems
known to be involved in plasma volume expansion during
gestation and study the electrogenic transport system of Na™*
present in the principal cells of the collecting duct mediated by
the amiloride-sensitive Na channel (ENaC), the electroneutral
ones present in the distal convoluted tubules cells (mediated by
the Na™/Cl™-exchanger, NCC), and in the B-intercalated cells
(mediated by the couple pendrin and the Na*-driven Cl7/
HCO; exchanger, NDCBE) and the transport of water by the
aquaporin 2 (AQP2).

http://www .ajpregu.org

Downloaded from journals.physiology.org/journal/ajpregu (198.016.066.156) on December 15, 2022.
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Table 1. General parameters of WT and HKA2KO mice
under basal state and during the late part of the gestation

WT HKA2KO
Parameter NP P NP P
Weight, g 209*05 319*04 21.6x05 315=*0.7
Number of fetuses 82=*02 75*+08

Values are expressed as means *= SE. The number of fetuses has been
calculated after euthanasia of the pregnant females at day 16 after coitus and
does not necessarily correspond to the number of viable pups. HKA2KO,
H,K-ATPase type 2 knockout; NP, nonpregnant; P, pregnant; WT, wild type.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Experiments were performed on C57BL/6J wild-type and
knockout mice for the HKA2 a-subunit gene (22). All the animals
were kept at CEF (Centre d’Explorations Fonctionnelles of the Cord-
eliers Research Center, agreement no. A75-06-12). All experiments
were conducted in accordance with the institutional guidelines and the
recommendations for the care and use of laboratory animals put
forward by the Directive 2010/63/EU revising Directive 86/609/EEC
on the protection of animals used for scientific purposes; the project
was approved by a user establishment’s ethics committee (project
authorization number 2289.01). Female WT and HKA2KO were
placed for a night with a WT isolated male. The observation of a
vaginal plug the next morning confirmed the mating. The weight of
females was then followed every day to confirm the pregnancy (P).
Nonpregnant female mice (not mated with males, NP) served as
control for all measured parameters.

Physiological measurements. To record physiological parameters,
NP and pregnant (day 16, P) mice were placed in metabolic cages
(Techniplast, France) and were fed a standard laboratory diet (0.3%
Na™ and 0.6% K™; Safe France for more information regarding the
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detailed composition; see http://www.safe-diets.com/wp-content/
uploads/2018/01/DS-SAFE-A04.pdf). In mice, the gestation lasts
18-20 days; therefore, we have chosen day 16 as a representative time
point of the late phase of the pregnancy. Urinary creatinine concen-
trations were determined using an automatic analyzer (Konelab 20i;
Thermo, Cergy Pontoise, France). Urinary Na™ concentration was
determined by flame photometry (IL943, Instruments Laboratory,
France), and plasma parameters (plasma Na* and hematocrit) were
measured by retro-orbital puncture on the anesthetized animals with
an ABL77 pH/blood-gas analyzer (Radiometer, Lyon, France). Thia-
zide (HCTZ) and amiloride-sensitive natriuresis was measured as
previously described (21, 25). Briefly, the diuretics were administered
intraperitoneally in conscious animals placed in metabolic cages
(HCTZ: 50 mg/kg for 6 h of urine collection and amiloride: 5 mg/kg
for 4 h of urine collection). Plasma volume was determined by Evans
blue dye dilution, as previously described (3, 6, 24) in anesthetized
animals (a mix of xylazine, 10 mg/kg and ketamine 100 mg/kg).
Plasma osmolality was measured using an osmometer (Vogel, Biob-
lock Scientific, Strasbourg, France). Urine aldosterone concentration
was determined with a chemiluminescent immunoassay (Diasorin,
Salluggia, Italy) after 24 h pH 1 acid hydrolysis. Blood pressure was
measured in conscious restrained mice by a tail-cuffed plethysmog-
raphy method (BP2000, Visitech System, France) after a week of
adaptation to the apparatus between 9:00 and 11:00 AM before
mating. We have chosen the tail-cuff technique instead of the telem-
etry because it is less invasive and does not require anesthetization of
the pregnant mice for implantation of the probe. After these measure-
ments, nonpregnant and pregnant females were euthanized for tissue
and organ removal.

Quantitative PCR. RNAs were extracted from whole kidneys using
the TRI reagent (Invitrogen, Villebon sur Yvette, France) following
the manufacturer’s instructions. One microgram of total RNA was
then reverse-transcribed using the first strand cDNA synthesis kit for
RT-PCR (Roche Diagnostics, France), according to the manufacturer’s

B *k

—~ 160 o

= —

£ 155 **

w1504 & =

z —J—

© 145 £

£

& 140

o ), 1220 17 18
NP P

32,500

© 2,000

£ ol

3 1,500 HY

© 1,000{ = =

& 500

[]

o 0 9 ' 12 9 ' 11
NP P

Fig. 1. Characteristics of the plasma volume expansion during gestation in wild-type (WT) and H,K-ATPase type 2 knockout (HKA2KO) mice. Plasma
osmolality (A), plasma Na* level (B), and hematocrit (C) were measured on the same groups of animals following a retro-orbital puncture. D: measurement of
the plasma volume by the Evans blue dye dilution technique was performed in separated groups of mice to avoid consequences of retro-orbital puncture on the
results. The groups presented are nonpregnant (NP) and pregnant (P) WT (circles) and NP and P HKA2KO mice (squares). Results are shown as the means * SE.
Numbers in italic denote number of mice. Two-way ANOVA test followed by a Bonferroni’s multiple-comparisons test (**P < 0.01; *P < 0.05). Plasma
osmolality (A) is significantly impacted by the state of the mice (NP or P, P = 0.0292), by the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.009) but not by the interaction
of both (P = 0.116). Plasma Na* (B) is significantly impacted by the state of the mice (NP or P, P < 0.0001), by the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.004)
but not by the interaction of both (P = 0.067). Hematocrit (C) is significantly impacted by the state of the mice (NP or P, P = 0.007), but not by the genotype
(WT or HKA2KO, P = 0.694) and the interaction of both (P = 0.007). Plasma volume (C) is significantly impacted by the state of the mice (NP or P, P <
0.0001), by the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.048), and by the interaction of both (P = 0.027).

AJP-Regul Integr Comp Physiol « doi:10.1152/ajpregu.00067.2019 « www.ajpregu.org
Downloaded from journals.physiology .org/journal/ajpregu (198.016.066.156) on December 15, 2022.
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instructions. Real-time PCRs were performed on a LightCycler
(Roche Diagnostics). No signal was detected in samples that did not
undergo reverse transcription or in blank runs without cDNA. In each
run, a standard curve was obtained using serial dilution of stock
cDNA prepared from mouse kidney total RNA. The expression of the
Rpsi5 gene is used to normalize the results. The renal expression of
this gene is not modified by pregnancy (data not shown). Specific
primers are listed: for ENaCa (forward: CCAAACGAACCGAACAC
and reverse: TGTCAGACTTACTCTAGCC); ENaCp (forward:
GGTCCTTATTGATGAGCG and reverse: AGGCGTGAAGTTC-
CGA), EnaCy (forward TCGGTCGTCTGTGTCA and reverse GCA-
GATCATCGTCCGTAT); pendrin (forward: CAAAATACCGAGT-
CAAGGAATGGCT and reverse: CGTTACCGCTGGGCACAAGA);
NCC (forward: TCTCACCCTCCTCATCCCCTATCT and reverse
CAGAGCAGCATCCCGAGAGTAATC); NDBCE (forward: TTCA-
ACCCATTCAAACTCTTCTATGT and reverse: CCAATGAGCT-
GAAGCAAGAAA), and rpsl5 (forward: TTTCCGAGTAACCGCC
and reverse: GCAGTGAGTGTTGCTT) transcripts were chosen us-
ing the LC Probe design 2.0 software.

Membrane protein extraction and Western blot analysis. Whole
kidneys were homogenized in a lysis buffer [250 mM sucrose, 100
mM Tris-HEPES, pH 7.4, and protease inhibitor cocktail (Complete,
Roche Diagnostics)]. After removal of aggregates and nuclear-asso-
ciated membrane by low-speed centrifugations, the plasma membrane
enriched fraction (17,000 g for 30 min) was recovered into the lysis
buffer, and its protein content was measured with the BCA method
(Thermo Scientific Pierce). Forty micrograms of protein were then
denatured, resolved by SDS-PAGE (10% polyacrylamide), and trans-
ferred onto a nitrocellulose membrane. Ponceau red labeling was
carried out to check for protein loading accuracy. Western blot
analysis was performed according to the standard procedure using a
polyclonal rabbit anti-ENaCa, anti-ENaCvy, anti-NCC (kindly pro-
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vided by Jan Loffing, University of Zurich, Switzerland), and anti-
pendrin (kindly provided by Régine Chambrey, Université de la
Réunion, France). For quantification, the band intensities were deter-
mined (ImageJ software) and normalized by Ponceau S red intensity.

Localization of ENaC, NCC, and AQP2 on kidney slices. In virgin
(NP) or at day 16 of pregnancy (P), anesthetized mice (10 mg/kg
xylazine and 100 mg/kg ketamine) were perfused with 4% parafor-
maldehyde in the aorta, and the kidneys were removed and frozen in
optimal cutting temperature compound (VWR). Five-micrometer-
thick slices were then processed for immunofluorescence microscopy
using either an anti-ENaCvy antibody (1/400, StressMarq Biosciences)
or an anti-NCC antibody (1/400, StressMarq Biosciences) or an
anti-AQP2 (1/400, Santa Cruz). For each antibody, four samples (WT
NP, WT P, HKA2KO NP, and HKA2KO P, 3 mice/group) were
positioned on the same glass slide and treated simultaneously to
permit direct comparison of signal intensity. For all slides, the
pictures were taken with the same parameters of exposition and
magnification (X20).

Organization of experimental procedures and statistical analysis.
The groups of animals used to analyze expression of transporters
(PCR, Western blot analysis, or immunofluorescence) were not sub-
jected to any pharmacological treatments (thiazide or amiloride) or
blood pressure measurement, were not punctured for blood collection
(plasma parameters), and were not used for plasma volume measure-
ment (Blue Evans) to avoid any possible side effects of these proce-
dures on the results of protein or gene expression. The groups of
animals used for plasma volume measurement (Blue Evans) did not
undergo other procedures. BP measurements were carried out on
groups of animals that did not undergo other procedures (blood
collection, metabolic cages, and pharmacological treatment). Results
are shown as means = SE. Data were tested for significance using
two-way ANOVA test followed by a Bonferroni’s multiple-compar-
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Fig. 2. Regulation of ENaC mRNA and urine aldosterone level in wild-type (WT) and H,K-ATPase type 2 knockout (HKA2KO) mice during gestation.
Expression of Rps15 (A), ENaC a-subunit (B), ENaC B-subunit (C), ENaC ~y-subunit (D) mRNAs and urine aldosterone level (E) in WT (circles) and HKA2KO
mice (squares) under normal condition (nonpregnant, NP) or at day 16 post-coitus (pregnant, P). Results are shown as the means + SE. Numbers in italic equal
number of mice. Two-way ANOVA test followed by a Bonferroni’s multiple-comparisons test (**P < 0.01; *P < 0.05). ENaCa expression (B) is not impacted
by the state of the mice (NP or P, P = 0.2232), nor the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.757), but by the interaction of both (P = 0.0035). ENaCf expression
(C) is not impacted by the state of the mice (NP or P, P = 0.357), nor by the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.912), nor by the interaction of both (P = 0.368).
ENaCry expression (D) is not impacted by the state of the mice (NP or P, P = 0.495), nor by the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.453) but by the interaction
of both (P = 0.0005). Aldosterone level (E) is impacted by the state of the mice (NP or P, P < 0.01), the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.014), and by the

interaction of both (P = 0.026).
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ison post hoc test or Student’s test where appropriate (Prism Soft-
ware). Outliers were tested by ROUT analysis (Prism Software).

RESULTS

Gestation-induced extracellular volume expansion is blunted in
HKA2KO mice. The body weight of the nonpregnant (NP) and
pregnant (P) WT and HKA2KO mice were similar (Table 1),
and the number of fetuses observed after euthanization of
pregnant females at day 16 post-coitus was not significantly
different between both genotypes (Table 1). In WT mice, the
late phase of gestation was characterized by a decrease of
plasma osmolality (331 * 14 vs. 296 = 5 mosmol/kg H-O,
P =0.038 in NP and P WT mice, respectively Fig. 14, circles),
a decrease of plasma Na* (150.0 = 0.4 vs. 144.6 = 0.4 mM,
P < 0.01 in NP and P WT mice, respectively Fig. 1B, circles),
and a decrease of hematocrit (38.9 * 0.8 vs. 36.5 = 0.4%, P =
0.019 in NP and P WT mice, respectively Fig. 1C, circles). To
clearly characterize the volume expansion occurring during
gestation, we measured it directly with the Evans blue dye
dilution method and observed that plasma volume is 1.6-fold
increased during gestation in WT mice (990 = 60 pl vs.
1592 = 193 pl, P < 0.01 in NP and P WT mice, respectively
Fig. 1D, circles). All of these modifications induced by gesta-
tion are blunted in HKA2KO mice (Fig. 1, A-C, squares),
whose plasma osmolality and hematocrit remain stable (com-
pare to NP HKA2KO mice), and their plasma Na* signifi-
cantly decreases (Fig. 1B; 146.5 = 0.5 mM) but less than in
WT (P < 0.01), and their plasma volume expansion is limited
and is only increased by 20% (1012 £ 71 pl vs. 1273 = 61 pl,
P < 0.01 in NP and P HKA2KO mice Fig. 1D, squares).
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ENaC expression is differentially regulated in WT and
HKA2KO mice during gestation. To understand why the
HKA2KO mice did not expand their plasma volume during
gestation as the WT mice did, we analyzed the expression of
different renal ion transporters known to participate in the salt
homeostasis by quantitative PCR (normalized by the expres-
sion of rps15, Fig. 24), by Western blot and immunolabeling.
ENaC, mediating the electrogenic Na* reabsorption in the
collecting duct is composed of three subunits (c, 3, and ). As
shown in Fig. 2B, the expression of ENaCa is stimulated (by
40%, P < 0.05) during gestation in kidney of pregnant WT
mice (circles) but that of the HKA2KO remains similar before
and during gestation (squares). Consequently, the expression
level of ENaCa is 30% higher in pregnant WT than in pregnant
HKA2KO (P < 0.05). As for the B-subunit of ENaC, its
mRNA expression is not modified by pregnancy and is similar
in both genotypes (Fig. 2C). The ENaCry expression only tends
to increase during pregnancy in WT mice (Fig. 2D, circles, not
significant) but is significantly (P < 0.05) decreased by 50% in
pregnant vs. nonpregnant HKAKO mice. Thus, the expression
level of ENaCry is also much lower in pregnant HKA2KO than
in pregnant WT (P < 0.05). As shown in Fig. 2F, although
urine aldosterone is increased during pregnancy in both geno-
types, it is significantly lower in pregnant HKA2KO mice.
When we investigated the protein expression of ENaCa during
gestation, we confirmed that it is increased in WT pregnant
mice compared with WT nonpregnant mice (Fig. 3A, both
full-length 90-kDa and cleaved 30-kDa bands). In HKA2KO
mice, the protein expression of the ENaCa is not modified by
pregnancy (Fig. 3A). As for the ENaCl, its protein expression

C
WT-ENaCy

Fig. 3. Protein expression of ENaC in wild-
type (WT) and H,K-ATPase type 2 knockout
(HKA2KO) mice during gestation. Protein
expression of the ENaCa (A) and ENaCy (B)
in NP and P WT and HKA2KO mice
(HKA2KO). C: immunolabelling of ENaCry
on NP and P WT and HKA2KO mice
(HKA2KO). For each antibody, four samples
(WT NP, WT P, HKA2KO NP, and
HKA2KO P) were positioned on the same
glass slide and treated simultaneously to permit
direct comparison of signal intensity. For all
slides, the pictures were taken with the same
parameters of exposition and magnification
(X40). Scale bars: 20 wm. **P < 0.01.
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is increased in pregnant WT compared with nonpregnant WT
mice (Fig. 3, B and C), but it is not modified by pregnancy in
HKA2KO mice (Fig. 3, B and C).

NCC, pendrin, and NDCBE expression during gestation of
WT and HKA2KO mice. In addition to ENaC, the distal
nephron also expresses two thiazide-sensitive systems of Na™
reabsorption, NCC in the distal convoluted tubule (DCT) and
the pendrin/NDCBE couple in the -intercalated cell of the
collecting duct. During gestation of WT mice, mRNA expres-
sion of NCC is decreased by 50% (Fig. 4A, circles, P < 0.05),
whereas it remains stable in HKA2KO mice (Fig. 44, squares).
The mRNA expression of pendrin is strongly increased in
pregnant WT (Fig. 4B, circles, P < 0.01), whereas it remains
unchanged in HKA2KO mice. As for NDCBE, its mRNA
expression is not significantly modified during gestation in any
genotypes (Fig. 4C). At the protein level, the results are in
good agreement with the observed change at the mRNA level
since total NCC expression decreased by 50% during gestation

H,K-ATPase TYPE 2 AND GESTATIONAL BLOOD PRESSURE

in WT mice but remains unchanged in HKA2KO mice (Fig. 4,
D and E). Protein expression of pendrin is also strongly
increased by pregnancy in WT mice and remained unchanged
in HKA2KO mice (Fig. 4F).

AQP?2 expression is not differentially regulated in WT and
HKA2KO mice during gestation. We tested the possibility that
the water transport system mediated by AQP2 could also be
altered during pregnancy in HKA2KO compared with WT
mice. As shown in Fig. 5, the expression of AQP2 (Fig. 5, A
and B) and its localization (Fig. 5C) in the principal cells of the
collecting ducts are similar in both genotypes, whatever the
gestational status.

HKA2KO mice exhibit urine salt loss and hypotension dur-
ing pregnancy. As shown before (30), WT or HKA2KO mice
increase their food intake by 15-20% during gestation (Fig. 6A,
P < 0.05). However, in parallel, the renal excretion of Na* is
not increased (Fig. 6B) in the same proportion in pregnant WT
mice, characterizing the gestation-induced renal Na* retention.
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Fig. 4. Regulation of Na/Cl~ cotransporter (NCC), pendrin, and Na*-driven C1"/HCO; exchanger (NDCBE) in wild-type (WT) and H,K-ATPase type 2
knockout (HKA2KO) mice during gestation. Expression of NCC (A), pendrin (B), and NDCBE (C) mRNAs in WT (circles) and HKA2KO mice (HKA2 KO,
squares) under normal condition (nonpregnant, NP) or at day 16 post-coitus (pregnant, P). Results are shown as the means * SE. Numbers in italic equals number
of mice. Two-way ANOVA test followed by a Bonferroni’s multiple-comparisons test, (**P < 0.01; *P < 0.05). NCC expression (A) is not impacted by the
state of the mice (NP or P, P = 0.013), nor by the genotype (WT or HKA2KO, P = 0.186) nor by the interaction of both (P = 0.313). Pendrin expression (B)
is impacted by the state of the mice (NP or P, P < 0.01), by the genotype (WT or HKA2KO, P < 0.01) and by the interaction of both (P < 0.01). NDCBE
expression (C) is not impacted by the state of the mice, either by the genotype or by the interaction of both. D: protein expression of NCC in NP and P WT and
HKA2KO mice (HKA2KO). E: immunolabelling of NCC on NP and P WT and HKA2KO mice (HKA2KO). For each antibody, four samples (WT NP, WT
P, HKA2KO NP, and HKA2KO P) were positioned on the same glass slide and treated simultaneously to permit direct comparison of signal intensity. For all
slides, the pictures were taken with the same parameters of exposition and magnification (X40). Scale bars: 20 wm. F: protein expression of pendrin in NP and

P WT and HKA2KO mice (HKA2KO).
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simultaneously to permit direct comparison of
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taken with the same parameters of exposition
and magnification (X40). Scale bars: 20 wm

Conversely, the renal excretion of Na* (Fig. 6B) is increased in
pregnant HKA2KO mice (P < 0.05), matching their food
intake and revealing that they do not retain Na™ as the WT did
and, therefore, do not adapt to the context of gestation. The
Na™ retention induced by pregnancy in WT mice is correlated
with an increased sensitivity of Na* excretion to amiloride (by
50%, P < 0.05, Fig. 6C, circles), a result that is also in a good
agreement with the increased expression of ENaC in WT
pregnant mice (Figs. 2B and 3, A-C). This gestation-induced
stimulation of ENaC activity is not present in HKA2KO mice
(Fig. 6C, squares). Interestingly, two transport systems, NCC
and the couple pendrin/NDCBE have been described as being
sensitive to thiazide (21). As shown in Fig. 6D, the thiazide-
sensitive Na™ excretion is not modified by pregnancy, either in

e ——
i T
.
WT HKA2KO

WT or in HKA2KO mice. This suggests that in WT pregnant
mice, the downregulation of NCC (Fig. 4, A—E) is compensated
by the upregulation of the pendrin (Fig. 4, B—F) during preg-
nancy in the rat, as recently proposed by West et al. (40).
HKA2KO mice exhibit a decreased blood pressure level
during pregnancy. In nonpregnant WT and HKA2KO mice,
the blood pressure (BP) is similar (117.6 vs. 114.1 mmHg, Fig.
7, day 0), but the inability of HKA2KO mice to expand their
plasma volume during gestation compared with WT mice
(because of their renal loss of Na™) negatively impacts their
BP. Thus, in WT (circles) and HKA2KO mice (squares), the
BP is significantly modified during gestation. Indeed, as shown
in Fig. 7, the BP of pregnant WT mice remained similar to that
measured before pregnancy (day 0), as already reported (12,
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Fig. 7. Blood pressure (BP) level during gestation of wild-type (WT) and
H,K-ATPase type 2 knockout (HKA2KO) mice. Systolic BP of WT (circles)
and HKA2KO mice (squares) under normal condition (NP) or during gestation
(day 9 to day 16 post-coitus). Results are shown as the means = SE. Two-way
ANOVA test followed by a Bonferroni’s multiple-comparisons test (*P <
0.05). BP is impacted by the state of the mice (P < 0.01) and by the genotype
(P < 0.01) but not by the interaction of both.

34). However, the BP of HKA2KO mice decreased during the
middle phase of gestation and remained 10 mmHg lower than
that of WT mice.

DISCUSSION

The ability to retain K* during gestation through the acti-
vation of the HKA?2 is of crucial importance since the absence
of this transporter disturbs the process of fertility (30). During
gestation, the HKA2KO mice exhibited a slight renal and
strong intestinal loss of K* resulting in the decrease of litter
size, however, without any impact on the plasma [K*] level
(30). This was intriguing since in parallel, gestation is a
physiological situation characterized by a plasma volume ex-
pansion that should lead to a dilution of the plasma compo-
nents, if they are not efficiently retained. Therefore, we hy-
pothesized that the gestational volume expansion that occurs
normally in WT mice could be attenuated in HKA2KO mice.

Will limiting plasma volume expansion avoid the develop-
ment of hypokalemia? As shown before (37, 39), the renal
adaptation of the WT mice and rats to pregnancy involves the
stimulation of Na™-reabsorbing pathways in the collecting duct
(ENaC and pendrin) and the downregulation of NCC expres-
sion. This situation, somehow, resembles the mechanisms
observed to excrete a load of K™, but in WT pregnant mice or
rats, this process is counterbalanced by the stimulation of the
HKA2 (30, 41), allowing K™ to be retained, even when ENaC
is stimulated. Interestingly, in the absence of HKA2, the lack
of K" reabsorption should have resulted in a decrease of
plasma [K™*], but instead, we observed Na*t and fluid reab-
sorption, and in the end, it is, the size of the plasma compart-
ment that is affected. In the absence of the HKA?2, the mice are
in a paradoxical situation, since they need to reduce K loss by
decreasing aldosterone production and ENaC activity, whereas
the increase of the vascular compartment size requires a stim-
ulation of these systems to fill it in. This explains the limitation
of the aldosterone production that we observed and is well
correlated with the similar gestational phenotype observed in
aldosterone synthase KO mice (34) or in pregnant rats treated
with benzamil (38), in which the extracellular volume expan-
sion is also blunted. This crosstalk between the processes
controlling the plasma [K*] and the volemia has already been
observed to protect male mice under dietary K™ restriction
against the development of hypokalemia (35). Indeed, in the
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absence of the HKA2, male mice on a low-K* diet for a short
period of time display a renal loss of Na™ and fluid that has
been partially attributed to a blockade of the vasopressin
action. This eventually contributes to a reduction of the plasma
compartment size (by 20%) and lead to hypotension. The water
transport system of the collecting duct, based on AQP2 expres-
sion analysis, does not seem disturbed, either in normal preg-
nancy of WT mice, which is different of what has been
observed in rat (28) or in HKA2KO mice. Here, our results
rather suggest that in pregnant mice, the lack of HKA2 con-
tributes to a renal loss of fluid through the inappropriate
regulation of ENaC (which is not stimulated in pregnant
HKA2KO mice). The mechanisms by which this blunted
stimulation of ENaC takes place in HKA2KO mice are not
known, but they may be related to preservation of the plasma
[K™], avoiding an excess of K™ secretion trough the principal
cells of the collecting duct. In parallel, this impaired stimula-
tion of ENaC would also result in an inappropriate Na*
retention, impeding the normal extracellular volume expan-
sion. Since the HKA2 is strongly expressed in colon, we cannot
exclude that the effects observed in the KO mice are linked to
a fecal loss of K*. However, whatever the origin of the K*
balance disturbance, it requires a renal adaptation that leads to
the observed gestational phenotypes.

We propose that these two effects protect the organism
against the development of hypokalemia, by limiting the K*
loss in the urine and reducing the plasma volume. Indeed, if the
HKA2KO mice expand their plasma volume as their WT
littermate do, their plasma [K*] level should decrease by 25%,
which would result in a severe hypokalemia.

Is HKA2 a putative target to deal with blood pressure
modification during the pregnancy? Therefore, the HKA2
appears to be at a crossroad between the regulation of K™, Na*
and water metabolism. Its absence during pregnancy leads to
compensatory mechanisms that tend to preserve plasma [K*]
level but that leads to hypotension. Interestingly, chronic hy-
potension during gestation is observed in 2-3% of the preg-
nancies and is associated with a higher rate of threatened
abortion, higher occurrence of severe nausea, or vomiting and
anemia (2). It would be interesting to investigate whether a low
blood pressure during gestation could be related to polymor-
phisms in the Atp12a gene encoding the catalytic subunit of the
HKA2.

Conversely, the identification of the HKA2 as a possible
target to reduce blood pressure during pregnancy may also be
interesting in the context of gestational hypertension and more
particularly during preeclampsia. The volemic status of pre-
eclamptic patient remains controversial, perhaps because this
disease is heterogeneous with at least two different compo-
nents, an early- and a late-onset preeclampsia. Late-onset
preeclampsia has been correlated with an increase of total body
fluid (18) and plasma volume (31, 32). In this context, inhibi-
tion of HKA?2 could be an interesting therapeutic approach to
help decrease BP. The pharmacology of the HKA2 is compli-
cated and has not been fully investigated (for a review, see Ref.
9). However, some data exist in the literature that suggest that
the HKA2 may be inhibited by “proton-pump inhibitors”
(PPIs) of the omeprazole family (11, 20, 23, 36). These
compounds are well known to inhibit the H,K-ATPase type 1,
which is structurally and functionally closely related to the
HKAZ2. Recently, these compounds have been proposed to

AJP-Regul Integr Comp Physiol « doi:10.1152/ajpregu.00067.2019 « www.ajpregu.org
Downloaded from journals.physiology.org/journal/ajpregu (198.016.066.156) on December 15, 2022.

97



H,K-ATPase TYPE 2 AND GESTATIONAL BLOOD PRESSURE

reduce the level of blood pressure in a model of preeclamptic
mice (29). In this article, the authors did not formerly identify
the target of omeprazole in this pathological context. Interest-
ingly, PPIs were also shown to reduce blood pressure in
hypertensive patients (19). In light of our own results, we
propose that omeprazole may inhibit the HKA2 in the pre-
eclamptic patients, leading to a modification of the K*, Na*,
and water balances and, thus, favoring a decrease in plasma
volume and blood pressure. This hypothesis needs to be inves-
tigated further.

Perspectives and Significance

The results of this study establish that the correct expansion
of the plasma volume during pregnancy requires the presence
of an active HKA2. Indeed, the absence of the HKA2 in
pregnant mice, which is already known to promote intestinal
and renal K* leaks (30), results in a reduced volemic expan-
sion, allowing the concentration of K™ in the extracellular
compartment to limit the development of hypokalemia. The
consequence of this “underfilled” situation is a lowering of
the blood pressure during the late phase of the gestation. The
HKAZ2 appears, therefore, to be a key ion transporter in the
physiological adaptation to gestation that controls both K*
and Na* metabolisms.
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CONCLUSION

En conclusion, ce projet de thése aura permis de mieux comprendre certains mécanismes
mis en place par notre organisme afin de maintenir une kaliémie stable, notamment en réponse
a une restriction potassique et lors de la gestation. GDF15 s’avere étre un acteur essentiel a
I’adaptation rénale et extrarénale de notre corps en réponse a un régime faible en K*. Son
absence empéche la rétention rénale de K* et impacte le relargage musculaire de K+, provoquant
une hypokaliémie. Durant la gestation, la rétention rénale de K* est altérée en absence de la
HKAZ2, mais les souris gravides se protegent de I’hypokaliémie grace a une réduction de leur
volume extracellulaire.

Afin de compléter nos connaissances sur les mécanismes mis en place pour maintenir
une kaliémie stable, des études supplémentaires sont nécessaires. Pour rappel, des données non
publiées par notre laboratoire ont démontré que, dans le cadre d’une restriction potassique,
I’absence de HKA2 empéche la prolifération des cellules intercalaires de type A. Il serait
intéressant d’étudier par quel processus 1’absence de HKA?2 bloque la prolifération, notamment
si cela est 1i¢ a GDF15.

Il a été publié dans la littérature que 1’expression de GDF15 est augmentée lors de la
grossesse (Wischhusen, Melero and Fridman, 2020). On peut se poser la question de savoir si
la rétention de K* lors de la gestation se fait également par une prolifération des cellules
intercalaires de type A de maniere GDF15-dépendante.

Enfin, il serait intéressant d’étudier 1I’implication de GDF15 dans le cadre
d’hypokaliémies chroniques induites par des pathologies comme le syndrome de Gittelman,

avec le développement de modeles murins reproduisant la maladie.
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RESUME

Le potassium (K*) est essentiel a de nombreuses fonctions physiologiques comme 1’activité
cardiaque et neuromusculaire. Afin de maintenir une kaliémie constante, notre organisme possede deux
systemes de régulation appelés balance interne et balance externe. L’acteur majeur de la balance interne
est le muscle, qui est capable de stocker ou de libérer du K* selon les besoins. La balance externe a pour
acteur majeur le rein qui est capable de réabsorber ou excréter du K* selon les apports journaliers.

Nous nous sommes intéressés a deux situations impliquant la mise en place de mécanismes pour
le maintien d’une kaliémie stable : la restriction potassique et la gestation. Dans ces deux cas, une partie
de la rétention de K* est li€e a la surexpression et a I’activation, par la progestérone, de la H* K*-ATPase
de type 2 (HKA2) exprimée dans les cellules intercalaires de type A (ICA).

Dans le cadre de la premiere étude, nous avons démontré que le facteur de croissance GDF15
est essentiel a I’adaptation rénale a une restriction potassique. Lors d’un régime faible en K*, I’absence
de GDF15 induit une fuite de K* dans les urines expliquée par une absence d’augmentation du nombre
d’ICA, provoquant une hypokaliémie. L augmentation du nombre d’ICA induit par GDF15 est médiée
par le récepteur ErbB2. De plus, I’absence de GDF15 perturbe la réponse musculaire a la restriction
potassique.

Dans le cadre de la seconde étude, nous avons démontré que les souris HKA2” gestantes
maintiennent une valeur de kaliémie stable, grace a la réduction de leur volume extracellulaire passant
par une diminution de la réabsorption de Na* au niveau du néphron distal, associée a une hypotension.

Ainsi, nous avons identifié un facteur, GDF15, qui permet la réponse rénale a une restriction
potassique et démontré que la préservation de la kaliémie peut se faire au détriment du volume
extracellulaire et de la pression artérielle.

Mots clés : Homéostasie du potassium, cellules intercalaires de type A, GDF15, HKA2.

ABSTRACT

Potassium (K*) is essential for many physiological functions such as cardiac and neuromuscular
activity. In order to maintain a constant plasma K* value, our body has two regulatory systems called
internal balance and external balance. The main actor of the internal balance is the muscle, which is able
to store or release K*. The main actor of the external balance is the kidney, which is able to reabsorb or
excrete K+ according to the daily intake.

We focused on two situations involving mechanisms for maintaining a normal plasma K* value:
K* restriction and gestation. In both cases, some of the K* retention is mediated by the upregulation and
the progesterone-dependent activation of the type 2 H* K*-ATPase (HKA?2) expressed in the Type A
intercalated cells (ICA).

In the first study, we demonstrated that the growth factor GDF15 is essential for renal adaptation
to K* restriction. During a low K* diet, the absence of GDF15 induces a leak of K* in the urine explained
by an altered increase of ICA, causing hypokalemia. The GDF15-dependent increase of ICA is mediated
by the ErbB2 receptor. In addition, the absence of GDF15 disrupts the muscle response to K* restriction.

In the second study, we showed that pregnant HK A2 mice maintain a stable plasma K* value,
due to the reduction of their extracellular volume through a decrease in Na* reabsorption in the distal
nephron, associated with hypotension.

Thus, we identified a factor, GDF15, which allows the renal response to K* restriction and
demonstrated that preserving a normal plasma K* value can be done at the expense of extracellular
volume and blood pressure.

Keywords: Potassium homeostasis, type A intercalated cells, GDF15, HKA?2.
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