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INTRODUCTION ET REVUE DE LA LITTERATURE

1 — Contexte scientifique et positionnement du travail de these

La maladie rénale chronique (MRC) est un enjeu mondial de santé publique. Elle affecte des
millions d’individus dans le monde. Quelle qu’en soit sa cause (métabolique, immunologique,
toxique ...), la MRC correspond au remplacement du tissu rénal fonctionnel par des protéines
de la matrice extracellulaire (MEC) qui alterent de facon progressive et inéluctable le
fonctionnement rénal (KDIGO, 2013). Ce processus est appelé la fibrogenése rénale. Environ
1% des patients ayant une MRC atteignent le stade terminal de la MRC, appelé insuffisance
rénale terminale (IRT). L’IRT réduit de fagon significative la qualité de vie et I’espérance de
vie des patients. La prise en charge de I’IRT constitue le premier poste de dépenses de santé
des maladies chroniques. A ce jour, seul le blocage du systeme rénine angiotensine (SRA)
permet de ralentir la progression de la MRC (Brenner et al., 2001; Francois et al., 2011; Lewis
etal., 2001). Les classes thérapeutiques utilisées sont les inhibiteurs de 1I’enzyme de conversion
(IEC) et les antagonistes du récepteur de I’angiotensine 2 (ARA2). La néphropathie diabétique
reste a ce jour la principale cause de MRC et d’IRT dans le monde (Koye et al., 2017). De
nouvelles classes thérapeutiques ont émergé récemment, permettant d’améliorer sa prise en
charge. 11 s’agit des inhibiteurs du cotransporteur sodium-glucose de type 2 (SGLT2)
(Heerspink et al., 2018, 2020; Neal et al., 2017; Perkovic et al., 2019; Toyama et al., 2019) et
des agonistes du récepteur du glucagon-like peptide 1 (GLP-1R) (Greco et al., 2019; Kristensen
etal., 2019). Les inhibiteurs du SGLT2 ralentissent significativement la progression de la MRC
vers ’IRT et réduisent la mortalité de cause renale et cardiovasculaire. Leur utilisation chez les
patients adultes diabétiques de type 2 est autorisée par la Food and Drug Administration (FDA)
aux Etats-Unis depuis 2018. De facon tout a fait intéressante, les inhibiteurs du SGLT2

pourraient également ralentir la progression de la MRC au cours de néphropathies non
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diabétiques (Heerspink et al., 2018, 2020; Neal et al., 2017; Perkovic et al., 2019; Toyama et
al., 2019). lls ont obtenu I’autorisation de mise sur le marché (AMM) en France en 2021 chez
les patients diabétiques de type 2 ayant une néphropathie diabétique ou une maladie
cardiovasculaire. Le 5 ao(t 2021, I’AMM a été étendue a ’ensemble des patients ayant une
maladie rénale chronique avec un débit de filtration glomérulaire (DFG) > 25 mL/min/1,73 m?
et une protéinurie > 200 mg/g. L’arsenal thérapeutique permettant de ralentir la progression de
la MRC reste donc malgreé tout limité a ce jour, rendant plus que jamais nécessaire la découverte
de nouvelles cibles thérapeutiques. Un nombre croissant de travaux scientifiques suggerent que
la modulation du systeme endocannabinoide (ECS) pourrait constituer une piste thérapeutique
(Barutta et al., 2010; Francois & Lecru, 2018; Hinden et al., 2018; Jourdan et al., 2014, 2018;
Lecru et al., 2015; Nam et al., 2012; Udi et al., 2017).

L ECS est un systeme complexe de récepteurs, de ligands endogenes et exogénes et d’enzymes
impliquées dans la biosynthese et la dégradation des ligands (Figure 1). Ses deux récepteurs
principaux sont le récepteur cannabinoide de type 1 (CB1R) et le récepteur cannabinoide de
type 2 (CB2R). CB1R et CB2R sont tous les deux des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires, respectivement codés par les genes CNR1 (6g14-15) et CNR2 (1p36). lls
appartiennent a la famille des récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) et présentent une
interaction sélective pour Gi/0 (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993). CB1R a été le premier
récepteur endocannabinoide découvert, initialement dans le cerveau (Matsuda et al., 1990). Ses
réles les mieux connus concernent la régulation des conduites addictives, des comportements
émotionnels, de 1’analgésie et de la mémoire (Howlett et al., 2010; Ledent et al., 1999). La
distribution de CB1R est quasi-ubiquitaire dans les tissus périphériques (Francois & Lecru,
2018; O’Keefe et al., 2014). En plus de ses effets psychoactifs, CB1R est impliqué dans la
régulation de nombreux processus physiologiques, incluant I’appétit et le métabolisme

(Francois & Lecru, 2018; O’Keefe et al., 2014). La découverte de CB2R est plus récente. CB2R
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est principalement exprimé par les cellules du systétme immunitaire, notamment les
macrophages et la rate, et participe a la régulation de ce systeme (Munro et al., 1993). Le A9-
tétrahydrocannabinol (A9-THC), principe actif du cannabis, est le plus célebre des ligands
exogenes de I’ECS. Plus de soixante ligands endogenes, appelés endocannabinoides, ont été
identifiés. Les ligands endogenes les plus connus de I’ECS sont le N-arachidonoylethanolamine
(anandamide, AEA) et le 2-arachidonoylglycérol (2-AG). La plupart des endocannabinoides
sont des écosanoides. Ils sont synthétisés localement a la demande a partir des phospholipides
membranaires comportant de ’acide arachidonique (Devane et al., 1992; Mechoulam et al.,
1995) et situés au carrefour de plusieurs voies métaboliques. Les principales enzymes impliquées
dans la biosynthése et la dégradation de I’AEA sont la phospholipase D spécifique de la N-
arachidonoyl phosphatidyl éthanolamine (NAPE-PLD) (Okamoto et al., 2004) et I’hydrolase
d’amide d’acide gras (FAAH) (Cravatt et al., 1996; Giang & Cravatt, 1997). Les principales
enzymes impliquées dans la biosynthése et la dégradation du 2-AG sont la lipase sn-1-spécifique

du diacylglycérol (DAGL) et la monoacylglycérol lipase (MAGL) (Tsuboi et al., 2011).
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Figure 1 — Vue d’ensemble du systéme endocannabinoide. Le systéme endocannabinoide associe des récepteurs (CB1R et CB2R), des ligands
endogénes (les 2 plus connus sont ’AEA et le 2-AG) et exogenes et des enzymes impliquées dans la biosynthése et la dégradation des ligands
(NAPE-PDL, FAAH, DAGL, MAGL). CB1R a été découvert initialement dans le cerveau. Sa distribution est quasi-ubiquitaire dans les tissus
périphériques. CB2R est principalement exprimé par les cellules du systéme immunitaire, notamment les macrophages et la rate.

Abréviations : 2-AG, 2-arachidonoylglycérol ; AEA, anandamide ; CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; CB2R, récepteur cannabinoide de
type 2 ; DAGL, lipase sn-1-spécifique du diacylglycérol ; FAAH, hydrolase d’amide d’acide gras ; MAGL, monoacylglyceérol lipase ; NAPE-PDL,
phospholipase D spécifique de la N-arachidonoyl phosphatidyl éthanolamine.
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Alors que I’expression de CB1R est faible dans le parenchyme rénal normal (Koura et al., 2004;
Larrinaga et al., 2010; Lecru et al., 2015), plusieurs travaux récents ont montré une
augmentation de son expression lors de pathologies rénales. CB1R est fortement exprimeé au
cours de néphropathies d’origine métabolique mais ¢galement d’origine non métabolique telles
que la néphropathie a dépbts mésangiaux d’IgA ou la néphrite interstitielle aigué (Lecru et al.,
2015). CBIR est impliqué dans la MRC au cours du diabéte et de I’obésité (Barutta et al., 2010;
Hinden et al., 2018; Jourdan et al., 2014; Udi et al., 2017), a la fois par un réle sur la régulation
métabolique, mais également par une action directe sur les podocytes et les cellules tubulaires
rénales. L’activation de CB1R augmente le stress oxydatif, I’inflammation et la fibrogenese
dans le parenchyme rénal. L’activation de CB2R exerce des effets opposés a celle de CB1R.
Cependant, les agonistes de CB2R se sont révélés décevants, leur utilisation n’ayant pas d’effet
additif avec celle des inhibiteurs de CB1R (Francois & Lecru, 2018; Lecru et al., 2015). Jusqu’a
récemment, les agonistes pharmacologiques de CB2R manquaient aussi bien de spécificité que
de sélectivité, ce qui a probablement freiné leur développement (Soethoudt et al., 2017).
L’arrivée de nouveaux composés pourraient relancer dans les prochains années I’intérét pour
CB2R (Sarott et al., 2020). Nous nous sommes focalisés dans le présent manuscrit sur le
potentiel thérapeutique du blocage de CB1R dans la MRC. Des études cliniques ont déja été
conduites chez I’homme pour explorer les effets thérapeutiques du blocage de CB1R au cours
de I’obésité et du syndrome métabolique. Le rimonabant, un agoniste inverse de CB1R
appartenant a la premiere génération des antagonistes de CB1R, a brievement été utilisé en
pratique clinique (Després et al., 2005; Nissen et al., 2008; Pi-Sunyer et al., 2006; Rosenstock
etal., 2008; Topol et al., 2010; Triay et al., 2012; Van Gaal et al., 2005). Il a été retiré du marché
peu de temps apres, en 2007, en raison d’effets secondaires neuro-psychiatriques graves,
notamment des épisodes dépressifs caractérisés pouvant conduire au suicide. Depuis, des

composés de deuxiéme génération traversant peu ou pas la barriere hémato-encéphalique ont
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été développés (Le Foll et al., 2009). L’ AM6545 et le JD5037 en sont les principaux exemples
(Barutta et al., 2017, 2018; Cinar et al., 2020; Jourdan et al., 2013, 2014; Lecru et al., 2015;
Tam et al., 2010, 2012; Udi et al., 2017). De plus en plus de composés sont en cours de
développement avec pour double objectif non seulement de prévenir la traversée de la barriére
hémato-encéphalique, mais également d’améliorer 1’efficacité du blocage de CBIR. Les
stratégies utilisées actuellement incluent le développement de « dual-target CBI1R
antagonists », bloquant CB1R et ciblant une seconde voie impliquée dans la progression de la
pathologie visée (Cinar et al., 2020; Roger et al., 2020) ; le développement d’antagonistes
périphériques de CB1R avec une activité biaisée vers la voie des B-arrestines 2 (Z. Liu et al.,
2021) ; le développement d’anticorps bloquants anti-CB1R (études cliniques en cours :
NCT03261739, NCT03900325).

L’objectif de ce travail est d’étudier le potentiel thérapeutique du blocage de CB1R dans la
MRC. Lecru et al. (2015) ont déja déemontré que le blocage de CB1R, aussi bien génétique que
pharmacologique par le rimonabant, réduit la fibrose rénale dans un modele expérimental murin
de néphropathie non métabolique. La preuve d’une amélioration de la fonction rénale reste
cependant a apporter. De plus, les composés pharmacologiques de deuxiéme et de troisieme
génération n’ont encore jamais été évalués dans la MRC d’origine non métabolique. Au plan
mécanistique, le réle des myofibroblastes dans la fibrose rénale médiée par CB1R a déja été
documenté (Lecru et al., 2015) mais la contribution des cellules tubulaires reste a élucider.
Avant de présenter nos résultats expérimentaux, nous décrirons les connaissances actuelles sur
le r6le des récepteurs cannabinoides, notamment CB1R, en physiologie et en pathologie rénale.
Nous préciserons ensuite les caractéristiques des nouveaux inhibiteurs périphériques de CB1R
en cours de développement. Enfin, nous documenterons les raisons pour lesquelles nous avons
choisi le modéle expérimental murin de 1’ischémie reperfusion avec néphrectomie

controlatérale retardée.
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Travailler sur la MRC nécessite 1’utilisation d’outils robustes et reproductibles permettant de
quantifier précisément la fibrose interstitielle. Dans la premiere partie des résultats
expérimentaux, nous présenterons une solution d’analyse morphométrique d’image permettant
de quantifier la fibrose interstitielle en lumiére blanche aprés coloration par le rouge Sirius (Dao
et al., 2020). Nous explorerons ensuite le role de CB1R dans la dysfonction chronique de
I’allogreffe rénale, au moyen d’une double approche translationnelle et in vitro dans des
cultures de cellules épitheéliales tubulaires (Dao et al., 2019). Pour finir et afin de prouver le
potentiel thérapeutique de 1’inhibition de CBIR dans la MRC au moyen des inhibiteurs
périphériques de deuxieme et de troisieme geénération, nous étudieront I’efficacité de ces
molécules a la phase tardive d’un mod¢le expérimental murin d’ischémie reperfusion. La mise
au point d’une lignée murine génétiquement modifiée pour permettre une délétion tubulaire
inductible de CBIR permettra également d’identifier les contributions des différents types
cellulaires, notamment myofibroblastes et cellules tubulaires, dans la fibrogenése médiée par

CB1R.
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2 — Le role du systeme endocannabinoide en physiologie rénale

Le role exact de I’ECS en physiologie rénale reste a ce jour largement méconnu. Les données
sont rares et parfois contradictoires (Francois & Lecru, 2018). Le role de CB1R en physiologie
et en pathologie rénale a fait ’objet d’une revue invitée publiée récemment qui se trouve en
Annexe 1 (Dao & Frangois, 2021). Nous décrirons tout d’abord les composants rénaux de
I’ECS. Nous détaillerons les sites d’expression des récepteurs endocannabinoides CB1R et
CB2R, les voies métaboliques impliquées dans la biosynthese et la dégradation des
endocannabinoides, ainsi que les relations entre récepteurs cannabinoides et leurs ligands. Nous
nous intéresserons ensuite plus précisément au role de I’ECS en physiologie rénale, en

particulier aux aspects susceptibles de participer a la prise en charge thérapeutique de la MRC.

2.1 — Distribution du systeme endocannabinoide dans le rein

2.1.1 — Expression rénale des récepteurs cannabinoides

La mise en évidence de composés protéiques repose souvent sur des techniques d’identification
par immunohistochimie (IHC) ou western blot (WB). L’interprétation des résultats est
cependant difficile dans le cas des GPCR, famille a laquelle appartiennent les récepteurs
cannabinoides CB1R et CB2R. En effet, les différentes GPCR possédent d’importantes
homologies de séquence. Des contrdles positifs et négatifs robustes sont donc indispensables
afin de s’assurer de la spécificité du marquage (Torlakovic et al., 2014, 2015). De ce fait, nous
avons porté une attention toute particuliere aux contréles utilisés dans les différentes études
citées (Tableau 1). Plusieurs équipes dont la nétre ont couplé 1’approche protéique a une
approche transcriptionnelle par réaction de polymérisation en chaine apres transcription inverse
(RT-PCR) de CNR1 et CNR2. L’approche transcriptionnelle est particulierement utile quand

elle cible un type cellulaire en particulier.

17



CB1R est faiblement exprimé chez ’homme et chez les rongeurs dans le parenchyme rénal
normal (Barutta et al., 2010; Deutsch et al., 1997; Janiak et al., 2007; Jenkin et al., 2010; Koura
et al., 2004; Larrinaga et al., 2010; Lecru et al., 2015; Mukhopadhyay et al., 2010; Nam et al.,
2012; Shire et al., 1995; Silva et al., 2013). A 1’état basal, plusieurs types cellulaires peuvent
exprimer CB1R (Tableau 1). Les cellules endothéliales sont le principal site d’expression de

CB1R dans le rein (Deutsch et al., 1997; Koura et al., 2004; Lecru et al., 2015) (Figure 2).

Tableau 1 — Expression de CB1R dans le parenchyme rénal normal

Structure Espéce | Approche technique

Rein total Humain | RT-PCR, IHC, WB (Larrinaga et al., 2010; Shire et al., 1995; Tam,
2016)

Rat RT-PCR, WB (Jenkin et al., 2010; Shire et al., 1995)

Souris RT-PCR, WB (Barutta et al., 2010; Mukhopadhyay et al., 2010)

Endothélium | Humain | IHC* (Lecru et al., 2015)

Rat RT-PCR, IHC* (Deutsch et al., 1997; Janiak et al., 2007; Koura et
al., 2004)
Glomérules | Rat RT-PCR, IHC (cellules mésangiales) (Deutsch et al., 1997; Janiak
et al., 2007)

Souris RT-PCR, IHC (Barutta et al., 2010; Nam et al., 2012)
RT-PCR, IHC** / IF (podocytes) (Koura et al., 2004)

Tubules Humain | IHC (tubule contourné proximal, tubule contourné distal, cellules
intercalaires des canaux collecteurs) (Larrinaga et al., 2010)
RT-PCR, WB (HK2) (Jenkin et al., 2010)

Rat WB (branche ascendante fine de 1’anse de Henlé) (Silva et al.,
2013)

*Du tissu rénal de souris Cnr1” a été utilisé pour confirmer la spécificité du marquage en IHC
**Disparition du marquage aprés préincubation de I’anticorps avec un excés (X10) du peptide
controle

#LLa microscopie biphotonique a montré un marquage plus intense de CB1R dans les artérioles
afférentes par rapport aux artérioles efférentes.

Abréviations : CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; HK2, lignée de cellules tubulaires
proximales humaines; IF, immunofluorescence ; IHC, immunohistochimie; RT-PCR, réaction
de polymérisation en chaine aprées transcription inverse ; WB, western blot.

L’expression de CB2R dans le rein normal est quant a elle controversée (Tam, 2016). Plusieurs
groupes n’ont pas réussi a mettre en évidence CB2R dans le parenchyme rénal normal, tant par

RT-PCR que par WB ou IHC (Larrinaga et al., 2010; Silva et al., 2013). Pour d’autres équipes

au contraire, il existe une expression basale de CB2R dans le parenchyme rénal normal (Barutta
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etal., 2011; Deutsch et al., 1997; Jenkin et al., 2010). Chez le rat, des transcrits de Cnr2 ont eté
documentés dans des cellules mesangiales (Deutsch et al., 1997). Chez I’homme et chez la
souris, Barutta et al. (2011) ont publié des immunofluorescences révélant une expression
podocytaire de CB2R. In vitro, I’expression de CB2R a été mise en évidence par RT-PCR et
WB dans une lignée de cellules tubulaires proximales humaines (HK2) (Barutta et al., 2011)
(Figure 1). L’ensemble de ces résultats suggeére que CB2R est tres faiblement exprimé dans le
parenchyme rénal normal. Il n’existe pas de données a ce jour sur un éventuel réle de CB2R en

physiologie rénale. Nous nous intéresserons donc uniquement au réle physiologique de CB1R.

Expression de CB1R :

1. Glomérules : cellules
meésangiales, podocytes

2. Cellules endothéliales :
artérioles afférentes et
efférentes

3. Tubule contourné proximal et
tubule contourné distal

4. Branche ascendante fine de
I'anse de Henlé

5. Canal collecteur: cellules
intercalaires

Ligands

Cortex:
2-AG =z AEA

Medullaire:
AEA >> 2-AG

Expression de CB2R :

1. Glomérules: cellules

mésangiales, podocytes
2. Tubule proximal (HK2)

Figure 2 — Distribution des récepteurs cannabinoides et des principaux ligands dans le
parenchyme rénal normal.

Abréviations : 2-AG, 2-arachidonoyl-glycérol ; AEA, anandamide; CBIR, récepteur
cannabinoide de type 1; CB2R, récepteur cannabinoide de type 2 ; HK2, lignée de cellules
tubulaires proximales humaines.

2.1.2 — Les ligands endocannabinoides dans le rein

Les principaux ligands endocannabinoides, I’AEA et le 2-AG, sont des lipides a demi-vie
courte. Ils sont situés au carrefour de différentes voies métaboliques ce qui rend leur
caractérisation difficile. Ils ont eté identifies beaucoup plus récemment que les récepteurs
cannabinoides (Devane et al., 1992; Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995). Le 2-AG est

19



le ligand endogene naturel le plus abondant et le plus efficace des récepteurs cannabinoides
dans la plupart des tissus (Sugiura et al., 2002). Dans le rein, les données concernant le ligand
endogene principal des récepteurs cannabinoides sont rares. Des équipes, dont la nétre, ont
trouvé que le 2-AG était majoritaire dans le cortex rénal (Lecru et al., 2015; Mukhopadhyay et
al., 2010). D’autres équipes ont mis en évidence une prédominance de I’AEA par rapport au 2-
AG dans la médullaire rénale (Deutsch et al., 1997; Koura et al., 2004; Long et al., 2011; Ritter
et al.,, 2016). L’AEA et le 2-AG sont des écosanoides. Ils sont synthétises localement en
fonction des besoins a partir des phospholipides membranaires comportant de 1’acide
arachidonique (Basith et al., 2018; Haspula & Clark, 2020; Pacher et al., 2006). Plusieurs voies
de synthese et de dégradation des endocannabinoides ont été décrites (Figure 3).

La principale source d’AEA est la N-arachidonoyl phosphatidyl éthanolamine (NAPE) (Cadas
et al., 1996; Di Marzo et al., 1994; X.-H. Jin et al., 2007; Natarajan et al., 1983; Tsuboi et al.,
2018). La NAPE est synthétisée depuis les phospholipides membranaires et secondairement
converti en AEA. A ce jour, le mécanisme exact de la synthese de la NAPE dans le rein reste
inconnu (Ritter et al., 2016). Plusieurs voies de conversion de NAPE en AEA ont été décrites
(Natarajan et al., 1983; Ritter et al., 2016; Sugiura et al., 1996, 2002) (Figure 3A). La voie de
synthése directe fait intervenir la NAPE-PLD (Okamoto et al., 2004). Des voies de synthese
indirectes ont également été identifiées. En effet, au moins 3 équipes différentes ont montré que
les souris NAPE-PLD™ étaient capables de convertir la NAPE en AEA. Ces voies de synthése
indirectes impliquent la formation de composés intermédiaires qui sont secondairement
métabolisés en AEA (Inoue et al., 2017; Leishman et al., 2016; Leung et al., 2006; J. Liu et al.,
2006; G. M. Simon & Cravatt, 2006; Sun et al., 2004; Tsuboi et al., 2011) (Figure 3A). Dans
le rein, la concentration rénale de NAPE est significativement plus élevée chez les souris
NAPE-PLD™ que chez les souris sauvages suggérant une prépondérance de la voie de syntheése

directe par la NAPE-PLD (Inoue et al., 2017).
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L’expression rénale de NAPE-PLD a été confirmée par RT-PCR dans une lignée immortalisée
de cellules épithéliales tubulaires proximales de cochon (LLC-PK1) (Sampaio et al., 2015). La
demi-vie de ’AEA est courte. L’AEA est rapidement dégradé par la FAAH, une sérine
hydrolase membranaire ubiquitaire qui hydrolyse plusieurs N-acyléthanolamines, avec une
affinité préférenticlle pour I’AEA (Cravatt et al., 1996; Giang & Cravatt, 1997; Wei et al.,
2006). L hydrolyse de I’AEA par la FAAH forme de I’acide arachidonique et de 1’éthanolamine
(Arreaza et al., 1997; Cravatt et al., 1996). L’activité enzymatique de la FAAH est plus
importante dans le cortex rénal que dans la médullaire, ce qui pourrait expliquer la
concentration plus importante d’AEA dans la médullaire rénale (Ritter et al., 2012). D’autres
voies de dégradation de I’AEA ont été décrites, impliquant notamment la cyclo-oxygénase de
type 2 (COX2), des lipoxygénases et des cytochromes P450. Toutes ces enzymes sont
exprimées dans le rein (Breyer & Harris, 2001; Gohara et al., 2012; Gonzalez-Nufiez et al.,
2005; Ritter et al., 2016; Snider et al., 2007; Sridar et al., 2011).

La biosynthese du 2-AG implique également plusieurs voies métaboliques (Blankman &
Cravatt, 2013; Sugiura et al., 2006; Tsuboi et al., 2018) (Figure 3B). Le principal précurseur
du 2-AG est le 2-arachidonoyl-phosphatidylinositol 4,5-bipsphosphonate (PIP2). Le PIP2 est
hydrolysé en 2-arachidonoyl diacylglycérol par la phospholipase C. Le 2-arachidonoyl
diacylglycérol est ensuite dé-acylé par la DAGL et forme le 2-AG. La voie de dégradation du
2-AG implique son hydrolyse en acide arachidonique et glycérol (Tsuboi et al., 2018). Plusieurs
enzymes peuvent catalyser cette réaction, dont la MAGL, la FAAH, la lipase a-f hydrolase
(ABHD) 6 et ’ABHDI12. Les contributions relatives de ces enzymes different selon les tissus
et les types cellulaires. Les données concernant les voies de biosynthése et de dégradation du
2-AG dans le rein sont particulierement rares. A ce jour, seuls Sampaio et al. (2015) ont identifié

par RT-PCR les transcrits de la DAGL et de la MAGL dans des cellules LLC-PK1 (Figure 3B).
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Figure 3 — Biosynthese et dégradation des principaux endocannabinoides. (A) Biosynthese
et dégradation de I’anandamide. (B) Biosynthese et dégradation du 2-arachidonoylglycérol.
Les voies métaboliques et les enzymes qui ont €té identifiees dans le rein sont en bleu. Les
autres voies métaboliques et enzymes identifiées dans d’autres organes sont en noir.
Abréviations : 2AG, 2-arachidonoyl-glycérol ; ABHD, lipase a-f hydrolase ; AEA,
anandamide; CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; CB2R, récepteur cannabinoide de type
2 ; COX2, cyclooxygénase de type 2 ; CYP, cytochrome P450 ; DAG, diacylglycérol ; DAGL,
lipase sn-1-spécifique du diacylglycérol ; DDHDI, phospholipase Al de [I’acide
phosphatidique ; EA, éthanolamine ; EET, acide époxyeicosatriénoique ; FAAH, hydrolase
d’amide d’acide gras ; HETE, acide hydroxyeicosatétranoique ; LPA, acide lysophosphatidique
; MAGL, monoacylglycérol lipase ; NAPE, N-arachidonoyl phosphatidyl éthanolamine ; PDE,
phosphodiestérase ; PIP2, 2-arachidonoylphosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ; PLAZ2,
phospholipase A2 ; PLC, phospholipase C ; PLD, phospholipase D.

Il existe de nombreux autres ligands lipidiques endogenes des récepteurs cannabinoides. Leur
concentration rénale est néanmoins beaucoup plus faible. La N-acyl dopamine et le 2-
arachidonoyl glyceryl éther par exemple ont une affinité élevée pour CB1R (Bisogno et al.,

2000; Hanus et al., 2001). Des ligands peptidiques des récepteurs cannabinoides ont également

éte identifiés. L ’hémopressine (HP), un peptide produit par le clivage de la chaine al de
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I’hémoglobine, se comporte ainsi comme un agoniste inverse de CB1R (Gomes et al., 2009;

Heimann et al., 2007).

2.1.3 — Relations entre les récepteurs cannabinoides et leurs

ligands

L’AEA et le 2-AG lient a la fois CB1R et CB2R, avec une affinité plus importante pour CB1R
que pour CB2R. La constante d’inhibition (Ki) de I’AEA est de 61 a 565 nM pour CB1R et de
279 a 1940 nM pour CB2R. Celle du 2-AG est de 58 a 472 nM pour CB1R et de 145 a 1400
nM pour CB2R (Deutsch et al., 1997; Howlett et al., 2002; Sugiura et al., 2002) (Tableau 2).
Les ligands endocannabinoides interagissent également avec des récepteurs non cannabinoides,
les plus étudié étant le canal ionique a potentiel de récepteur transitoire vanilloide de type 1
(TRPV1) (Berger et al., 2004; Chemin et al., 2001; De Petrocellis et al., 2001; Hansen et al.,
2002; Hermann et al., 2003; Kofalvi et al., 2003; Pegorini et al., 2006; Zygmunt et al., 1999) et
le récepteur couplé aux protéines G 55 (GPR55) (Henstridge, 2012; Jenkin et al., 2015; Ryberg
et al., 2007). L’affinité de I’AEA pour TRPV1 est néanmoins 20 fois inférieure a son affinité
pour CB1R (De Petrocellis et al., 2001; Hermann et al., 2003; Zygmunt et al., 1999). L’AEA
peut également inhiber directement des canaux calciques de type T (Chemin et al., 2001).
L’ECS est donc un systéme complexe dans lequel la plupart des ligands endogénes manquent
de spécificité. La meilleure maniére d’étudier son rdle précis en physiologie rénale reste
débattue et plusieurs approches ont été proposées. Une premiere approche consiste a étudier les
effets de ’administration rénale d’AEA. L’affinité de I’AEA pour CB1R est tres supérieure a
son affinité pour les autres récepteurs. Il semble de plus acquis que CB1R est le principal
récepteur cannabinoide exprimé dans le rein, que le rein est particulierement riche en AEA et
qu’il contient toutes les enzymes nécessaires a la biogénése et a la dégradation de I’AEA. Cette

approche ne permet cependant pas d’exclure formellement des effets non canoniques (i.e.
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indépendants de CB1R) de I’AEA. Une autre limite de cette approche tient a la nature méme
des ligands endogenes qui sont synthétisés a la demande depuis les phospholipides
membranaires contenant de I’acide arachidonique et dont la biosynthese peut emprunter
plusieurs voies métaboliques différentes.

Une seconde approche consiste a utiliser des ligands synthétiques, aussi bien des agonistes que
des antagonistes, permettant de cibler plus directement CB1R. Les affinités de tous les ligands
cités dans le manuscrit sont rapportées dans le Tableau 2. Le ligand pharmacologique le mieux
caractérisé est le SR141716A (rimonabant), un agoniste inverse de CB1R appartenant a la
famille des inhibiteurs de premiére génération, brievement autorisé en pratique clinique
(Després et al., 2005, 2009; Nissen et al., 2008; Pi-Sunyer et al., 2006; Rosenstock et al., 2008;
Topol et al., 2010; Triay et al., 2012; Van Gaal et al., 2005). L’affinité du rimonabant pour
CB1R est trés supérieure a son affinité pour CB2R, respectivement 1,98 a 12,3 nM et 702 a
13200 nM (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Néanmoins, de facon similaire aux ligands
endogenes, les ligands exogenes exercent des effets non-canoniques et interagissent avec des
récepteurs non cannabinoides tels que TRPV1 (Pegorini et al., 2006). L’étude du role
physiologique du systeme endocannabinoide est donc difficile. Cibler directement les
récepteurs cannabinoides reste a ce jour 1’approche la plus pertinente pour explorer le potentiel

thérapeutique de I’ECS.
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Tableau 2 — Affinité des ligands pour les récepteurs cannabinoides de type 1 et 2

Ligands

| Kipour CBIR (nM) | Ki pour CB2R (nM) |

Références

Ligands endogénes

2-arachidonoylglycerol 58,3-472 145-1400 (Deutsch et al., 1997; Howlett et al., 2002; Sugiura et al., 2002)
Anandamide 61-543 279-1940 (Deutsch et al., 1997; Howlett et al., 2002; Sugiura et al., 2002)
Ligands exogenes

MRI-18918 0,3+0,17 613+ 0,5 (Z. Liu etal., 2021)

MRI-1867* 1,2-8,0 > 1000 (Cinar et al., 2016)

WIN55,212-2 1,89-123 0,28-16,2 (Pertwee et al., 2010; Showalter et al., 1996)

SR141716A (rimonabant) | 1,98-12,3 702-13200 (Rinaldi-Carmona et al., 1994)

JD5037 2 > 1000 (Chorvat et al., 2012; Tam et al., 2012)

AM6545 3,3 624 (Cluny et al., 2010; Tam et al., 2010)

A9-Tétrahydrocannabinol | 5,05-80,3 3,13-75,3 (Pertwee et al., 2010)

AM251 7,49 2290 (Gatley et al., 1996; Lan, Liu, et al., 1999)

(S)-SLV 319 (ibipinabant) | 7,8 79 (Lange et al., 2004)

AM?281 12 4200 (Lan, Gatley, et al., 1999)

(R)-Méthanandamide 17,9-28,3 815-868 (Abadji et al., 1994)

SR144528 400 0,6 (Rinaldi-Carmona et al., 1998)

AM1241 580 7 (YYao et al., 2006)

JWH-133 677 34 (Huffman et al., 1999)

AM630 5152 31,2 (Hosohata et al., 1997)

SLe MRI-1891 est un antagoniste biaisé de CBIR inhibant le recrutement de la B-arrestine-2

*Le MRI-1867 est un inhibiteur double de CB1R et de la NO synthase

Abréviations : CB1R, récepteur cannabinoide de type 1; CB2R, récepteur cannabinoide de type 2; Ki, constante d’inhibition ; NO, monoxyde

d’azote
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2.2 — Systeme endocannabinoide et vascularisation rénale

L’expression de CBIR par les cellules endothéliales est bien documentée dans le rein normal
(Deutsch et al., 1997; Koura et al., 2004; Lecru et al., 2015) (Figure 2). La perfusion de
néphrons juxtaglomérulaires avec de I’AEA ex vivo chez le rat a permis d’étudier les effets de
I’AEA sur les artérioles glomérulaires afférentes et efférentes et d’identifier une participation
de CB1R a I’hémodynamique rénale (Deutsch et al., 1997; Koura et al., 2004). Dans 1’étude de
Deutsch et al. (1997), I’injection d’AEA (1 uM) provoque une vasodilatation des artérioles
glomérulaires afférentes et réduit la libération de norépinéphrine par le systeme nerveux de
I’artére arquée. L’administration de SR141716A (1 pM), un agoniste inverse de CB1R, bloque
I’effet vasodilatateur de ’AEA (Figure 4). L’inhibition de la synthase du monoxyde d’azote
(NO) par administration de L-N®-Nitroarginine méthyl ester (L-NAME, 0,1 mM) reproduit
I’effet inhibiteur du SR141716A. En revanche, I’indométacine (10 pM), qui inhibe COX1 et
COX2, n’a pas d’effet sur la modulation du tonus vasculaire par I’AEA. Les auteurs concluent
donc que I’administration intra-rénale d’AEA augmente la production locale de NO médiée par
CB1R (Deutsch et al., 1997) (Figure 4). Plus récemment, Koura et al. (2004) ont étudié 1’effet
de différentes posologies d’AEA. La perfusion d’une dose éleveée d’AEA (150 a 1500 pmol/kg)
s’accompagne d’une vasodilatation des artérioles afferentes et efférentes, sans altération du
DFG. En revanche, I’administration d’une dose plus faible d’AEA (15 pmol/kg) est responsable
d’une vasodilatation prédominante des artérioles efférentes et, par suite, d’une réduction du
DFG (Koura et al., 2004). Dans ce mode¢le, I’AM251 (1500 pmol/kg), un antagoniste sélectif
de CB1R (Tableau 2), réduit la réponse des artérioles afférentes a I’AEA et inhibe
completement la réponse des artérioles efférentes a ’AEA. L’AM281 (1500 pmol/kg), un
antagoniste non sélectif des récepteurs cannabinoides (Tableau 2) inhibe quant a lui tant la
réponse des artérioles afférentes a I’AEA que celle des artérioles efférentes (Koura et al., 2004).

Ces résultats suggerent que les artérioles efférentes sont plus sensibles a I’AEA que les
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artérioles afférentes. Ils illustrent également la difficulté d’étudier le role physiologique de
I’ECS dans le rein au moyen de ligands endogénes. En raison du manque de spécificité des
ligands endogénes et pharmacologiques de CB1R, il est tout a fait possible que la vasodilatation
des artérioles afférentes médiée par de fortes concentrations d’ AEA soit due a I’activation d’un
récepteur non cannabinoide. L’étude de I’hémodynamique rénale chez des rongeurs ayant une
délétion génétique specifique de CB1R dans leur vascularisation permettrait d’apporter des
éléments de réponse. Aucune étude de ce type n’a encore été réalisée a ce jour.

Au cours de la MRC, I’augmentation de la pression capillaire participe a la réduction
néphronique. L’efficacité des bloqueurs du SRA et des inhibiteurs de SGLT2, les deux lignes
thérapeutiques qui ont fait la preuve de leur efficacité pour ralentir la progression de la MRC,
est en grande partie médiée par des effets hemodynamiques et par la réduction de la pression
capillaire (Francois et al., 2011; Toyama et al., 2019). De ce fait, diminuer la pression capillaire
via I’activation de CBIR pourrait étre benéfique dans la MRC. Cependant, de fagon similaire a
ce qui peut étre observe avec les bloqueurs du SRA, il n’est pas exclu qu’une baisse rapide de
la pression capillaire médiée par CB1R soit délétere dans des reins normaux ou au cours de
I’insuffisance rénale aigu€. Une meilleure compréhension des effets vasculaires rénaux de
CB1R est donc absolument indispensable si le blocage de CB1R devient une cible thérapeutique

dans la MRC.

27



N Vasopressine

Vasodilatation artériole efférente A diurése .
N Pression hydrostatique +/- A natriurése .
—  *[-7natriurese

. N Débit de filtration glomérulaire

—

* N hyperfiltration C
b4

-
s
’
-,
-
-
-
-

@ 29-THC ® WINS52122 Yk Rimonabant
@ Anandamide () Hémopressine ~ AM251

O 2AG

Na*K* ATPase

Figure 4 — Le role physiologique du récepteur cannabinoide de type 1 dans le rein.
Synthese des connaissances actuelles sur le r6le du récepteur cannabinoide de type 1 dans la vascularisation renale, les cellules tubulaires et la

régulation de la pression artérielle. La figure prend en compte a la fois les données expérimentales in vitro et in vivo.

Abréviations : 2-AG, 2-arachidonoylglycérol ; THC, tétrahydrocannabinol.
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2.3 — Systeme endocannabinoide et cellules tubulaires rénales

Des données expérimentales suggérent que I’ECS pourrait moduler le fonctionnement des
cellules épithéliales tubulaires rénales, en particulier par le biais d’une régulation de la balance
hydrosodée (Figure 4). Il est connu de longue date que le A9-THC, principe actif du cannabis
(Tableau 2), augmente la diurese (Ames, 1958; Sofia et al., 1977). Aucune étude ne s’est
cependant intéressée a ce jour aux conséquences du A9-THC sur la natriurése. Les premiers
mécanismes identifiés mettent en lumiere un effet diurétique médié par le systéme nerveux
central (Di et al., 2005; Kapusta & Obih, 1993, 1995; Soya et al., 2005). La modulation des
voies glutaminergiques et GABAergiques hypothalamo-hypophysaires par I’AEA et le 2-AG
inhibe la libération de vasopressine (Di et al., 2005; Soya et al., 2005). Plus récemment, une
participation de I’ECS périphérique dans la régulation de la diurése a également été identifiée
(Chopda et al., 2013; Li & Wang, 2006; Paronis et al., 2013; Ritter et al., 2012; Silva et al.,
2013). L’expression de CB1R a été documentée dans les cellules du tubule contourné proximal,
du tubule contourné distal, de la branche ascendante fine de I’anse de Henlé (TAL) et dans les
cellules intercalaires des canaux collecteurs (Jenkin et al., 2010; Larrinaga et al., 2010; Silva et
al., 2013) (Tableau 1) (Figure 2). Il semble également acquis que les cellules tubulaires rénales
expriment les enzymes nécessaires a la biosynthése et a la dégradation des ligands
endocannabinoides (Ritter et al., 2021; Sampaio et al., 2015). Cependant, les conséquences de
I’activation ou de I’inhibition de CBIR sur la natriurése restent débattues et le rble
physiologique exact de CB1R dans les cellules tubulaires rénales demeure largement méconnu.

Les études présentées dans les paragraphes suivants sont résumées dans le Tableau 3.
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2.3.1 — Hypothese 1 : PECS favorise la natriurése

Des données expéerimentales suggerent que ’activation de I’ECS favorise la natriurése. Chez le
rat, ’administration orale de A9-THC reproduit les effets aquarétiques et natriurétiques de
I’hydrochlorothiazide, un diurétique thiazidique (Sofia et al., 1977). Ritter et al. (2012, 2021)
ont étudié les consequences de la modulation de ’ECS périphérique sur la natriurése. La
perfusion intramedullaire rénale d’AEA chez la souris (15 a 60 nmol/kg/min pendant 30
minutes) augmente la diurése, la natriurese et la kaliurése de fagon dose-dépendante, sans
modification de la tension artérielle (Ritter et al., 2012, 2021). Dans leur premier travail, les
auteurs ont identifié un mécanisme d’action de I’AEA indépendant de CBIR (Ritter et al.,
2012). En effet, la perfusion intraveineuse concomitante de celecoxib (0,1 pg/kg/min), un
inhibiteur de COX2, bloque les effets de I’AEA. Au contraire, la perfusion intraveineuse de
prostamide E2 (30 & 120 nmol/kg/min), un des métabolites issus de la dégradation de I’ AEA
par COX2, reproduit les effets de I’AEA. La prostamide E2 augmente également le débit
sanguin rénal. De plus, la perfusion intraveineuse simultanée de prostamide E2 (30 a 120
nmol/kg/min) et d’angiotensine 2 (120 nmol/kg/min) inhibe les effets de I’angiotensine 2 sur la
pression artérielle et le débit sanguin rénal. Ces résultats montrent que la production d’AEA
dans la médullaire rénale a un effet diurétique et natriurétiqgue médié au moins en partie par la
dégradation de I’AEA par COX2 (Ritter et al., 2012). Plus recemment, Ritter et al. (2021) ont
administré du rimonabant aux souris (3 mg/kg) par injection intrapéritonéale 30 minutes avant
le debut de la perfusion intramédullaire d’AEA. Dans ce modele expérimental, le rimonabant
diminue de fagon prolongée la pression artérielle et blogue les effets diurétiques et
natriurétiques de I’AEA (Ritter et al., 2021). L’effet de I’AEA est donc vraisemblablement
également médié par la voie canonique CB1R.

In vitro, I’effet de I’ AEA sur des cellules de la TAL a été documenté chez le rat par mesure de

la consommation d’oxygene dans des suspensions de cellules (Silva et al., 2013). L’ AEA réduit
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la consommation d’oxygéne de fagon concentration-dépendante. Dans ce modele, WIN55,212-
2 (WIN), un agoniste cannabinoide lipidique non sélectif liant CB1R et CB2R avec une affinité
supérieure pour CB2R (Tableau 2) reproduit les effets de I’AEA alors que le rimonabant les
bloque. Ces travaux suggerent donc que la réduction de la consommation d’oxygene est médiée
par I’activation de CB1R. Au contraire, aussi bien le JHW-133, un agoniste sélectif de CB2R
(Tableau 2) que I’AM630, un antagoniste de CB2R, sont sans effet sur la réduction de la
consommation d’oxygéne par I’AEA. Ainsi, I’activation de CBIR par I’AEA dans la TAL
inhiberait le transport de sodium en bloguant ses transporteurs apicaux ce qui s’associerait, par
suite, a une augmentation de la natriurése (Figure 4). Tout réecemment, Ritter et al. (2021) ont
renforcé cette hypothése en montrant ex vivo, sur des cellules murines de la TAL, que ’AEA

exerce un effet inhibiteur direct sur I’activité Na*/K*-ATPase et favorise ainsi I’excrétion sodée.

2.3.2 — Hypotheése 2 : P’ECS favorise la rétention hydrosodée

D’autres études au contraire suggerent que la stimulation de I’ECS n’a pas d’effet sur la
natriurese, voire favorise la rétention sodée (Koura et al., 2004; Li & Wang, 2006; Sampaio et
al., 2015, 2018). In vivo chez le rat, la perfusion intramédullaire rénale de méthanandamide, un
analogue stable de I’AEA, accroit la diurése sans affecter la natriurése (Li & Wang, 2006).
Toujours chez le rat, I’administration par voie artérielle centrale de 3 bolus d’AEA a 40 minutes
d’intervalle (15 a 1500 pmol/kg) ne modifie pas la natriurese (Koura et al., 2004). Enfin, a la
phase aigué d’une I/R chez des rats Wistar, I’activité de ’ECS et de la pompe Na*/K*-ATPase
diminue significativement 24 heures apres I’I/R (Sampaio et al., 2018).

In vitro, Sampaio et al. (2015, 2018) ont étudié les conséquences de la modulation de I’ECS sur
lactivité de la pompe Na*/K*-ATPase dans des cellules LLC-PK1. Leurs résultats sont en
faveur d’une augmentation de la réabsorption rénale de sodium par I’ECS. Lorsque les cellules

sont traitées par WIN, I’activité Na*/K*-ATPase augmente de fagcon précoce (en moins d’une
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minute) et soutenue (plus de 30 minutes). Aprés I’administration d’HP, un agoniste inverse de
CBIR, dans le milieu de culture, une augmentation rapide et précoce de I’activité Na*/K*-
ATPase est également observée mais elle est suivie d’une décroissance de I’activité Na*/K*-
ATPase apres 15 minutes. L’effet précoce induit par WIN et HP n’est pas modifié par ’AM251,
un antagoniste de CB1R (Tableau 2). Il est en revanche atténué par 1’ajout d’un inhibiteur de
TRPV1 dans le milieu de culture. Au contraire, aprés 30 minutes de traitement, 1’AM251 abolit
complétement les effets de WIN et de I’HP. Ces résultats sont en faveur d’un effet précoce
indépendant de CB1R médié par TRPV1 et d’un effet tardif dépendant de CB1R. Les voies de
signalisation activées par WIN et HP sont différentes, respectivement la voie de la protéine
kinase C (PKC) et celle de la protéine kinase A (PKA), d’ou les effets différents sur la pompe
Na*/K*-ATPase (Sampaio et al., 2015). Plus récemment et pour documenter leur étude a la
phase aigué de I’'I/R chez les rats, Sampaio et al. (2018) ont traité des cellules LLC-PK1 par
antimycine A. L’antimycine A est un inhibiteur du complexe Il de la chaine respiratoire
mitochondriale (Berden & Slater, 1972). Son ajout dans le milieu de culture induit une déplétion
en ATP et reproduit in vitro le modéle d’I/R. L’administration de WIN restaure 1’activité
Na*/K*-ATPase aprés 30 minutes de traitement. Cet effet est aboli en cas de prétraitement par
I’AM251 et est donc médié par CB1R. Des résultats similaires ont été obtenus apreés traitement
par WIN et/ou AM251 d’homogénats de cortex rénal de rats 24 heures apres I’I/R (Sampaio et
al., 2018). Il faut souligner cependant que les résultats suggérant que I’ECS favorise la rétention

sodee ont eté obtenus in vitro ou a la phase aigu€ de I’I/R.
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2.3.3 — Synthése sur la régulation de la natriurése par ’ECS

Au final, I’effet sur la natriurése de I’ECS demeure largement débattu. Des travaux
expérimentaux in vivo montrent que ’activation de CB1R augmente la natriurése. L’inhibition
thérapeutique de CB1R aggraverait donc 1’hypertension artérielle (HTA) et la rétention sodée,
comme les antagonistes de I’endothéline-1. D’autres travaux au contraire, dans la trés grande
majorité des cas obtenus in vitro, montrent que 1’inhibition de CBIR favorise la natriurése et
serait donc bénéfique dans le traitement de I’HTA. Les effets de I’ AEA observes dans les études
dépendent largement de la dose utilisée, de la voie d’administration et du type cellulaire étudié
(TAL ou cellules tubulaires rénales épithéliales proximales, PTEC). Différentes voies de
signalisation et différents canaux sodiques sont impliqués dans la réabsorption sodée selon les
segments tubulaires du néphron. De plus, la modulation de la réabsorption sodée dans un
segment tubulaire a des conséquences sur la réabsorption sodée dans les segments d’aval. Les
rats traités au long cours avec du furosémide par exemple, un diurétique de I’anse, développent
en effet une hypertrophie compensatrice du tubule distal, du canal collecteur et des cellules
intercalaires (Kaissling et al., 1985; Kaissling & Stanton, 1988; J. Kim et al., 1992). Leur
réabsorption du sodium au niveau du tubule distal est trois fois supérieure a celle des rats qui
ne recoivent pas de furosémide (Ellison et al., 1989).

Il est donc tout a fait possible que I’AEA exerce plusieurs modes d’action dépendant du
stimulus et de la cellule cible. La encore, I’étude précise du role physiologique de CBIR dans
les cellules tubulaires rénales est génée par le manque de spécificité des ligands endogénes ou
pharmacologique de I’ECS. L’utilisation de rongeurs avec une délétion tubulaire spécifique de
CBI1R permettrait d’apporter des ¢léments de réponse. De méme qu’une meilleure
compréhension des effets vasculaires rénaux de CB1R est nécessaire, une meilleure
compréhension du réle de CB1R dans la régulation de la balance hydrosodée est indispensable

pour envisager la modulation thérapeutique de CB1R dans la MRC.
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Tableau 3 — Donneées expérimentales sur la régulation de la balance sodée par le systeme

endocannabinoide rénal

Modéle expérimental Espéce, | Effet observé
Lignée
Données expérimentales in vivo ou ex vivo
Administration orale de A9-THC Rat 7 natriurese
(1,25 a 20 mg/kg) (Sofia et al.,
1977)
Administration par voie artérielle | Rat Pas d’effet sur la natriurése
centrale de 3 bolus d’AEA a 40
minutes d’intervalle (15 a 1500
pmol/kg) (Koura et al., 2004)
Perfusion intramédullaire rénale de | Rat Pas d’effet sur la natriurése
méthanandamide (300
nmol/kg/min) (Li & Wang, 2006)
Perfusion intrameédullaire rénale Souris | 7 natriurése dose dépendante
d’AEA (15 a 60 nmol/kg/min, 30 + celecoxib! (voie 1V, 0,1 pg/kg/min) :
minutes) (Ritter et al., 2012) inhibe ’effet de ’AEA
Modeéle aigu d’ischémie Rat N activité Na'/K*-ATPase
reperfusion rénale (Sampaio et al., Homogénats de cortex rénal :
2018) - WIN? : restaure I’activité Na*/K*-ATPase :
- WIN + AM2513 : aboli I’effet
Perfusion intrameédullaire rénale Souris | 7 natriurése dose dépendante
d’AEA (15 a 60 nmol/kg/min, 30 + rimonabant* (3 mg/kg, voie IP) : inhibe
minutes) (Ritter et al., 2021) I’effet de ’AEA
Données expérimentales in vitro
Mesure de la consommation Rat, AEA : N Qo2
d’oxygene (Silva et al., 2013) TAL + rimonabant : inhibe I’effet de AEA
+ JHW-133%, + AM630° : pas d’effet
AEA : N Qog
Activité Na*/K*-ATPase (Sampaio | LLC- Effet précoce (< 1 minute) :
etal., 2015) PK1 WIN, HP* : 7 activité Na*/K*-ATPase
+ AM251 : pas d’effet
+ antagoniste TRPV1 : inhibe I’effet
Effet tardif (> 30 minutes) :
WIN : 7 activité Na'/K*-ATPase
+ AM251 : inhibe I’effet
HP : N activité Na'/K*-ATPase
+ AM251 : inhibe I’effet
Activité Na'/K™-ATPase aprés LLC- | Antimycine A : N activité Na'/K*-ATPase
déplétion en ATP par I’antimycine | PK1 + WIN : restaure I’activité Na*/K"™-ATPase ;
A (Sampaio et al., 2018) + WIN + AM251 : aboli I’effet de WIN
Activité Na'/K*-ATPase (Ritter et | Souris, | AEA : N activité Na*/K*-ATPase
al., 2021) TAL

Tantagoniste des cyclooxygénases 1 et 2; 2agoniste non sélectif de CB1R et CB2R;

3antagoniste de CB1R ; “agoniste inverse de CB1R ; ®agoniste de CB2R ; ®antagoniste de CB2R
Abréviations : AEA, anandamide ; CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; CB2R, récepteur cannabinoide de
type 2 ; ECS, systeme endocannabinoide ; HP, hémopressine ; IP, intrapéritonéale ; 1V, intraveineuse ; LLC-PK1,
cellules épithéliales tubulaires proximales de cochon; THC, tétrahydrocannabinol; Qoz, consommation
d’oxygene ; TAL, TAL, branche ascendante fine de ’anse de Henlé ; TRPV1, canal ionique a potentiel de
récepteur transitoire vanilloide de type 1 ; WIN, WIN55,212-2,
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2.4 — ROle du systéeme endocannabinoide dans la régulation de la
pression artérielle

2.4.1 — Régulation centrale de la pression artérielle par PECS

Bien que les mécanismes mis en ceuvre restent imparfaitement compris, les données
expérimentales présentées dans les paragraphes précédents suggérent que I’ECS joue un role
dans la vascularisation rénale et dans la régulation de la balance hydrosodée. Il est donc
hautement probable que I’ECS participe également a la régulation de la pression artérielle, qui
est un élément essentiel de la prise en charge de la MRC (KDIGO, 2013) (Figure 4).

La consommation chronique de A9-THC augmente la diurese. Son effet sur la natriurése reste
débattu. Elle réduit également la fréquence cardiaque et la pression artérielle, aussi bien chez
I’homme que chez I’animal (Benowitz & Jones, 1975; Cavero et al., 1973; Lake, Compton, et
al., 1997; Varga et al., 1995; VVollmer et al., 1974). Chez le rat, les mémes effets sont observés
apres perfusion intraveineuse de A9-THC (Lake, Compton, et al., 1997; Varga et al., 1995).
Une réponse triphasique a été décrite avec une chute de la pression artérielle a médiation vagale
(phase 1), suivie d’un bref effet vasopresseur (phase II) et finalement d’une hypotension
prolongée (Malinowska et al., 2012; Siqueira et al., 1979; Varga et al., 1995). De nombreux
mécanismes sont impliqués, a la fois centraux et périphériques (Haspula & Clark, 2020).

Les mécanismes centraux ont été identifiés en premier. lls impliquent les centres de régulation
cardiovasculaires du systeéme nerveux central et 1’axe hypothalamo-hypophysaire. L’activation
de CBI1R réduit I’activité sympathique (Lake, Compton, et al., 1997; Varga et al., 1995; Vidrio
et al., 1996; Vollmer et al., 1974). L’ AEA agit sur le baroréflexe en activant CB1R dans le
noyau du tractus solitaire, possiblement via la modulation de la neurotransmission du GABA
et/ou du glutamate (Seagard et al., 2004). CB1R participe également a 1’effet vasopresseur

cerébral de 1’angiotensine 2 (Gyombolai et al., 2012; Haspula & Clark, 2020).
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2.4.2 — Régulation périphérique de la tension artérielle par ’ECS

Les mécanismes périphériques de la régulation de la pression artérielle par I’ECS ont été
identifiés secondairement. L’activation cardiaque de CBI1R a des effets chronotropes et
inotropes négatifs indépendants du systéme nerveux central, favorisant ainsi la baisse de la
pression artérielle (Bonz et al., 2003; Haspula & Clark, 2020). En plus d’un effet
cardiodépresseur direct, les ligands de I’ECS vasodilatent 1’aorte et les artéres coronaires, ce
qui participe également a la réduction de la pression artérielle (Dannert et al., 2007; O’Sullivan
et al., 2005a, 2005b; Szekeres et al., 2018; Wagner et al., 2005; White et al., 2001). Les ligands
agissent via plusieurs voies de signalisation, dépendantes et indépendantes de CB1R.

De facon intéressante, les souris Cnr1” ont la méme pression artérielle de base que les souris
sauvages issues de la méme portée (Jarai et al., 2000; Ledent et al., 1999). L’administration de
SR121716A a des rongeurs normotendus n’a que peu d’impact sur la pression artérielle (Lake,
Compton, et al., 1997; Varga et al., 1995), de méme que 1’inhibition du transport de I’AEA
(Calignano et al., 1997). En condition basale et lorsque la pression artérielle est normale, CB1R
n’est donc pas toniquement actif dans les vaisseaux et ne participe pas a la régulation de la
pression artérielle (Ritter et al., 2016). En revanche, CB1R est impliqué dans la régulation de
la pression artérielle dans 4 modeles expérimentaux d’HTA : chez les rats spontanément
hypertendus (SHR), dans le modéle des rats Dahl sensibles/résistants au sel, chez les rats
Sprague Dawley aprés induction d’HTA par perfusion chronique d’angiotensine 2 (Bétkai et
al., 2004; Kosersky, 1978; Lake, Martin, et al., 1997) et chez les rats transgéniques (mRen2)27,
un modé¢le monogénique d’HTA dépendante de I’angiotensine 2 (Schaich et al., 2014). Dans
ces 4 modgeles, la pression artérielle des rats controles n’est modifiée ni par les agonistes (A9-
THC, AEA) ni par les antagonistes ou agonistes inverses (SR141716A, AM251) de
CB1R (Baétkai et al., 2004; Kosersky, 1978; Lake, Martin, et al., 1997; Schaich et al., 2014).

Chez les rats SHR, le SR141716A et I’AM251 aggravent I’HTA (Bétkai et al., 2004).
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Inversement, I’'URB597, un inhibiteur de FAAH, réduit la pression artérielle des rats SHR et
des rats hypertendus aprés perfusion d’angiotensine 2. Le SR144528, un antagoniste de CB2R
(Table 2) et la capsazépine, un antagoniste de TRPV1, ne modifient pas ’HTA des rats SHR
(Batkai et al., 2004). L’amélioration du contréle tensionnel dans ces modéles est attribuée a un
effet des endocannabinoides sur la contractilité myocardique et sur les résistances vasculaires

médié par ’activation de CBIR par I’AEA (Batkai et al., 2004).

2.4.3 — Interactions entre le systéme rénine angiotensine et ’ECS

Un autre mécanisme de régulation proposé repose sur une interaction entre le SRA et ’ECS
(Sainz-Cort & Heeroma, 2020). Cette interaction a été identifiée dans des artérioles
périphériques de rongeurs. Alors que I’angiotensine 2 stimule la formation vasculaire des
endocannabinoides, ceux produits localement au niveau de la paroi vasculaire pourraient
réduire les effets vasoconstricteurs et hypertenseurs de 1’angiotensine 2 (Szekeres et al., 2012,
2015). A I’inverse, chez les rats transgéniques (mRen2)27, I’inhibition chronique de CB1R par
le rimonabant (10 mg/kg/jour pendant 28 jours) améliore significativement le contréle
tensionnel. Des effets métaboliques systémiques sont cependant probablement en partie
responsables de I’effet observé dans ce mode¢le car les rats (mRen2)27 ont une masse grasse
plus importante, une insulinorésistance et un niveau de leptine plus élevé que les rats contréles
(Schaich et al., 2014).

Une interaction entre I’ECS et le SRA a également été documentée au niveau surrénalien
(Ziegleretal., 2010). CBIR est exprimé dans le cortex surrénalien chez I’homme et par la lignée
cellulaire corticosurrénale NCI-H295R. In vitro, I’AEA inhibe la libération d’aldostérone et les
effets de I’AEA sont bloqués par le rimonabant (Ziegler et al., 2010).

Au niveau rénal, CB1R pourrait moduler les conséquences hypertensives de 1’angiotensine 2

par une action sur la balance hydrosodée (Chopda et al., 2013; Crowley et al., 2005; Crowley
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& Coffman, 2008; Li & Wang, 2006; Paronis et al., 2013; Ritter et al., 2012, 2021; Silva et al.,
2013; Sofia et al., 1977). En effet, le récepteur de type 1 de I’angiotensine 2 (AT1R) est
largement exprimé dans le rein. Les régions juxtaglomérulaires et tubulo-interstitielles rénales
sont des sites d’expression trés conservés d’AT1R chez I’homme et chez les rongeurs (Schrankl
et al., 2021). Utilisant un modele expérimental murin de transplantation croisée de cceurs et de
reins de souris AT1R” et de souris sauvages, Crowley et al. (2005) ont identifié¢ différents
mécanismes d’action de I’ATIR dans le rein et dans les tissus extra-rénaux. Dans le rein,
I’ATIR favorise la réponse vasopressive a 1’angiotensine 2 et la rétention sodée (Crowley &
Coffman, 2008).

Plusieurs études ont documenté des interactions directes entre AT1R et I’ECS dans différents
organes (Gyombolai et al., 2012; Haspula & Clark, 2020; Rozenfeld et al., 2011; Szekeres et
al., 2012, 2015; Tiyerili et al., 2010). Comme CB1R, AT1R est une GPCR. Il peut prendre
différentes conformations et activer par la suite des voies de signalisation différentes. AT1IR
peut également se dimériser, s’oligomériser et méme s hétéromériser avec d’autres récepteurs
(Toth et al., 2018). Plusieurs hétérodiméres GPCR-AT1R ont ainsi été décrits, incluant par
exemple le récepteur a I’adiponectine (Zha et al., 2017), le récepteur a2C-adrénergique (Bellot
et al., 2015), le récepteur p2-adrénergique (Barki-Harrington et al., 2003), le récepteur de la
bradykinine B2 (Ayoub et al., 2015), le récepteur de la prostaglandine F2o (Goupil et al., 2015)
ou le récepteur purinergique P2Y6 (Nishimura et al., 2016). Ces hétérodimeéres activent des
voies de signalisation différentes.

Des hétéroméres AT1R-CB1R ont été décrits par Rozenfeld et al. (2011) dans plusieurs types
cellulaires incluant des cellules Neuro2A, une lignée cellulaire de neuroblastome qui exprime
CBI1R, et des cellules hépatiques stellaires. Chez le rat, I’administration d’éthanol augmente
I’expression de CB1R dans les cellules stellaires hépatiques, les hétéroméres AT1IR-CB1R dans

ces cellules et renforce les voies de signalisation médiées par I’angiotensine 2. Dans ce modeéle,
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I’inhibition de CBIR par le rimonabant réduit I’expression des génes mitogeénes et
profibrotiques induite par 1’angiotensine 2 dans le foie (Rozenfeld et al., 2011). Dans le rein,
Jourdan et al. (2014) ont montré que le losartan, un antagoniste d’ATIR, diminue non
seulement les lésions rénales de néphropathie diabétique chez le rat, mais également
I’expression podocytaire de CBIR, renfor¢ant I’hypothése d’une coopération entre AT1R et
CB1R et d’un renforcement des actions de 1’angiotensine 2 par CB1R. Récemment, Barutta et
al. (2018) ont étudié I’impact du double blocage de CB1R et du SRA par I’AM6545 et le
périndopril dans un modele expérimental murin de diabéte induit par la streptozotocine (STZ).
Tant I’AM6545 que le périndopril, administrés en monothérapie, réduisaient significativement
I’expression d’ATIR dans ce modeéle. De fagon intéressante, 1’administration simultanée des
deux traitements était plus efficace que I’AM6545 ou le périndopril en monothérapie pour
réduire 1’albuminurie, prévenir la perte d’expression des protéines du diaphragme de fente,
réduire I’infiltration monocytaire et prévenir la surexpression des marqueurs de fibrose (Barutta

etal., 2018).

Il est donc tout a fait possible que le systéme endocannabinoide dans le rein participe a la
physiopathologie de I’HTA, en particulier via CB1R. Une telle hypothése mérite d’étre étudiée
en détail, et ce d’autant qu’une large proportion des patients suivis pour une MRC, qui

pourraient étre amenés a recevoir un traitement bloqueur de CB1R, ont également une HTA.
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3 — Le role des récepteurs cannabinoides dans la maladie rénale chronique et
la fibrose rénale
3.1 — Le récepteur cannabinoide de type 1 est le principal acteur du

systeme endocannabinoide impliqué dans la fibrose rénale

La fibrogenese est un processus multifactoriel qui aboutit au dépot excessif de composants de
la matrice extracellulaire. Tous les organes peuvent étre concernés et les causes de la
fibrogenése sont multiples. De plus en plus de travaux montrent que I’ECS participe a la
fibrogenése. Des effets opposeés de CB1R et de CB2R ont été mis en évidence dans plusieurs
organes avec un réle pro-fibrosant de CB1R et un réle anti-fibrosant de CB2R. L’activation de
CB1R favorise la fibrogenése et son blocage la réduit dans le foie (Dai et al., 2014; Patsenker
et al., 2011; Teixeira-Clerc et al., 2006), le cceur (Slavic et al., 2013), les poumons (Bronova et
al., 2015; Cinar et al., 2017) et la peau (Lazzerini et al., 2012). Au contraire, 1’activation de
CB2R réduit les lésions fibreuses et son blocage les aggrave dans le foie (Julien et al., 2005),
le ceeur (Defer et al., 2009) et la peau (Servettaz et al., 2010).

Le role le mieux documenté de I’ECS dans la fibrogenese rénale est celui de CB1R. Dans le
modele expérimental murin d’obstruction urétérale unilatérale (UUO), un modéle rapide et
reproductible de fibrose rénale, Lecru et al. (2015) ont comparé par microarray les genes
exprimés dans les reins obstrués fibreux par rapport aux reins contrdles controlatéraux. Les
génes du transforming growth factor g (TGF-p) et des métalloprotéinases matricielles (MMPS)
étaient, comme attendu, surexprimés dans les reins fibreux. De fagon beaucoup plus
surprenante, cnrl était parmi les 10 génes les plus surexprimés dans les reins fibreux. De
nombreuses données expérimentales suggerent que CB1R pourrait étre une nouvelle cible
thérapeutique pour prévenir la fibrose rénale, indépendamment de la cause de la MRC (Barutta
et al., 2010; Francois & Lecru, 2018; Hinden et al., 2018; Jourdan et al., 2014, 2018; Lecru et
al., 2015; Nam et al., 2012; Udi et al., 2017).
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Contrairement a CB1R et a I’inverse de ce qui est observé dans d’autres organes, le role de
CB2R dans la fibrose rénale demeure largement inconnu. Les données sont peu nombreuses et
contradictoires. Dans I’'UUO notamment, Lecru et al. (2015) ont montré que le SR144528, un
antagoniste de CB2R, majore les Iésions de fibrose rénale alors que le JWH 133, un agoniste
de CB2R, les réduit. Le role de CB1R dans ce modele est cependant prépondérant car en cas de
traitement concomitant par le rimonabant, un agoniste inverse de CB1R, ni le SR144528 ni le
JWH 133 n’ont d’effet sur la modulation de la fibrose rénale (Lecru et al., 2015). Etonnamment,
dans les travaux publiés par Zhou et al. (2018), la stimulation de CB2R favorisait la fibrose
rénale et son blocage la prévenait, a la fois dans un modé¢le d’UUO et dans un modele d’I/R.
Dans cette étude et dans leur suivante, les auteurs n’ont cependant pas documenté une
éventuelle modulation de CB1R en réponse a la modulation de CB2R (L. Zhou et al., 2018; S.
Zhou et al., 2021). Les travaux de Barutta et al. (2011, 2014) sur le role de CB2R dans la
néphropathie diabétique sont, a I’instar de ceux de Lecru et al. (2015) dans 1’'UUO, en faveur
d’un role protecteur de CB2R. Une diminution de I’expression podocytaire de CB2R a éteé mise
en évidence sur des lames de biopsies humaines de néphropathie diabétique ainsi que chez la
souris. Dans le modele expérimental murin de diabéte induit par laSTZ, I’AM 1241, un agoniste
de CB2R (Tableau 2), diminue I’albuminurie, améliore la régulation des protéines podocytaires
et réduit I’infiltration monocytaire au cours de la néphropathie diabétique (Barutta et al., 2011).
L’invalidation génétique de CB2R a les effets inverses : elle aggrave la perte d’expression de
la néphrine et de la podocine, 1I’expansion mésangiale et augmente les marqueurs de fibrose
rénale que sont la fibronectine, la chaine 04 du collagéne IV, le collagene I, les transcrits du
TGFp1 et du connective tissue growth factor (CTGF) (Barutta et al., 2014). In vitro dans des
podocytes en culture, ’AM1241 diminue I’expression du récepteur aux chémokines CC de type
2, suggérant que I’activation de CB2R interfére avec les effets déléteres de la chimiokine MCP1

(monocyte chemoattractant protein-1) (Barutta et al., 2011).
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Ainsi le role exact de CB2R dans la fibrose rénale reste-t-il a documenter plus précisément. Il
n’y a pas d’étude clinique en cours chez ’homme portant sur la modulation de CB2R. Nous
nous intéresserons donc dans la suite du manuscrit exclusivement au potentiel thérapeutique

offert par le blocage de CB1R.

3.2 - CBI1R aggrave la fibrose rénale dans les maladies métaboliques

Le blocage de CBIR, qu’il soit génétique ou pharmacologique, améliore de nombreux
paramétres du syndrome métabolique dont le diamétre abdominal, 1’équilibre glycémique et
I’hémoglobine glyquée, I’insulinorésistance, le LDL et le HDL cholestérol, les triglycérides, la
stéatose hépatique (Barutta et al., 2010; Despres et al., 2005; Janiak et al., 2007; Van Gaal et
al., 2005). Le r6le de CB1R a été documenté initialement dans la fibrose rénale compliquant le
diabéte et le syndrome métabolique (Barutta et al., 2010; Hinden et al., 2018; Janiak et al., 2007;
Jourdan et al., 2014; Udi et al., 2017). L’expression rénale de CB1R augmente au cours de la
néphropathie diabétique, aussi bien chez I’homme (Janiak et al., 2007; Lecru et al., 2015), que
chez les rongeurs (Hinden et al., 2018; Jourdan et al., 2014, 2018; Nam et al., 2012). Dans des
modeles expérimentaux animaux de diabete, le blocage de CB1R réduit I’albuminurie, la MRC,
la fibrose rénale et I’inflammation (Barutta et al., 2010; Jourdan et al., 2014; Nam et al., 2012).
Cette amélioration est médiée non seulement par la correction des facteurs métaboliques,
incluant les paramétres glycémiques et lipidiques, mais également par un effet direct du blocage
rénal de CB1R. Récemment, Udi et al. (2017) ont démontré que CB1R joue un réle direct dans
les cellules épithéliales tubulaires proximales (PTEC) au cours de la MRC associée a I’obésité
chez la souris. La délétion tubulaire spécifique de CB1R dans les cellules épithéliales tubulaires
proximales (souris RPTC-CB1R™") ne réduit pas le poids des souris. En revanche, les souris
RPTC-CB1R™ ont significativement moins d’accumulation rénale de lipides, d’insuffisance

rénale, d’albuminurie, d’inflammation et de fibrose rénale. Les voies de signalisation activées
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par CB1R durant I’obésité ont été étudiées in vitro dans des HK2 en cultures. Le JD5037, un
antagoniste périphérique de CB1R, bloque 1’activation de la protéine Gain et, au terme d’une
cascade de phosphorylations, augmente la f-oxydation des acides gras dans les PTEC (Figure

).
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Figure 5 — CB1R active la voie de signalisation Gai-AMPc-PKA au cours de la
néphropathie associée a 1’obésité. Adapté de Udi et al. (2017). (A) Cascade de
phosphorylations médiée par 1’activation de CB1R. (B) Conséquences de I’inhibition de CBIR
par le JD5037.

Abréviations : AC, adénylate cyclase; ACC, acétyl-CoA carboxylase; ACCp, ACC
phosphorylée ; AMPc, AMP cyclique ; AMPKp, AMP-activated kinase phosphorylée ; CB1R,
récepteur cannabinoide de type 1 ; HK2, lignée de cellules tubulaires proximales humaines ;
LKB1p, tumor suppressor liver kinase B1 phosphorylée ; PKA, protéine kinase A.

Un role périphérique direct de CB1R a également été démontré au cours de la néphropathie
diabétique. Les premiéres données ont été obtenues par Janiak et al. (2007) avec le rimonabant.
Le rimonabant réduit significativement le poids corporel, la glycémie et améliore le profil
lipidique des rongeurs (Janiak et al., 2007; Nam et al., 2012). Le rimonabant réduit également
la prise alimentaire. Des rats obeses Zucker traités par du rimonabant pendant 12 mois ont été

compares avec des rats recevant exactement les mémes apports caloriques, pour s’affranchir

d’une amélioration médiée par la réduction de la prise alimentaire. Indépendamment de la
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réduction des apports caloriques, et donc de I’amélioration métabolique, le rimonabant réduit
significativement la protéinurie, 1’insuffisance rénale, la fibrose interstitielle et 1’atrophie
tubulaire (Janiak et al., 2007). In vitro dans des podocytes en culture, la stimulation par de fortes
doses de glucose augmente 1’expression de CB1R. L’ajout de rimonabant dans le milieu de
culture empéche la surexpression des génes du collagéne et réduit la synthése de I’inhibiteur de
I'activateur du plasminogéne 1 (PAI-1). Les Iésions histologiques des modéles expérimentaux
murins de diabéte sont trés souvent minimes, rendant difficile 1’étude des conséquences du
blocage de CB1R sur la fibrose rénale. Si le blocage génétique et les inhibiteurs de premiere
génération de CBI1R, dont le rimonabant, améliorent drastiquement I’hyperglycémie et
I’insulinorésistance, 1’efficacité des inhibiteurs périphériques de CB1R reste a démontrer. Le
JD5037 et I’AM6545, des antagonistes périphériques de CB1R qui ne traversent pas la barriére
hémato-encéphalique, ont été évalués dans plusieurs modeles expérimentaux de diabete chez
les rongeurs : les rats Zucker diabétiques et obeses (ZDF) (Jourdan et al., 2014), les souris ayant
un diabéte induit par la STZ (Barutta et al., 2017, 2018; Hinden et al., 2018; Jourdan et al.,
2014) et les souris diabétiques Akita (Hinden et al., 2018). Lorsque le diabete est déja installé,
le JD5037 et I’AM6545 n’ont pas ou peu d’effet sur I’hyperglycémie et I’hémoglobine glyquée
(Baruttaetal., 2017, 2018; Hinden et al., 2018; Jourdan et al., 2014). En revanche, ils présentent
un bénéfice néphrologique net en terme d’amélioration de la fonction rénale, de réduction de
I’albuminurie et de réduction de I’inflammation interstitielle (Barutta et al., 2017, 2018; Hinden
et al., 2018; Jourdan et al., 2014). Plusieurs mécanismes d’action ont été documentés. Chez les
rats ZDF, le JD5037 améliore la filtration glomérulaire et réduit I’albuminurie, I’activation du
SRA, le stress oxydatif et la perte des podocytes (Jourdan et al., 2014). L absence de lésions
histologiques significatives au moment du sacrifice (90 jours de traitement) ne permet pas de
conclure sur une éventuelle réduction de la fibrose rénale. L’amélioration observée est donc

possiblement en rapport avec un effet du blocage de CB1R sur I’hémodynamique rénale. Alors
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que I’activation de CBIR dans les podocytes augmente ’activité du SRA, le blocage de CB1R
la réduit. Jourdan et al. (2014) ont également mis en évidence un lien direct entre I’activation
de ’ATIR et I’expression de CBIR. In vitro dans des podocytes en culture, il existe des
relations étroites entre les especes réactives de 1’oxygéne, 1’angiotensine 2 et I’expression de
protéines du diaphragme de fente comme la néphrine. La prolongation du délai avant le sacrifice
permet d’observer des lésions histologiques au cours du diabéte induit par la STZ (Barutta et
al., 2017, 2018; Jourdan et al., 2018). Aprées 14 semaines de traitement, I’AM6545 diminue
I’expansion mésangiale, la surexpression de fibronectine dans les glomérules et les dépots de
collagéne mésangiaux et interstitiels (Barutta et al., 2017). L’AM6535 empéche également la
perte d’expression de la néphrine, de la podocine (Barutta et al., 2018) et des marqueurs anti-
inflammatoires des macrophages de type M2 (Barutta et al., 2017, 2018).

Le réle précis de CB1R dans le podocyte au cours de la néphropathie diabétique a été étudié
dans un modele de diabéte induit par la STZ chez des souris ayant une délétion génétique
podocytaire spécifique de CB1R (pCB1Rko) (Jourdan et al., 2018). Le profil glycémique des
souris n’est pas affecté par la délétion podocytaire de CB1R. En revanche, les souris pCB1Rko
ont significativement moins d’albuminurie, de perte podocytaire, de dysfonction tubulaire et de
fibrose interstitielle que les souris sauvages de la méme portée. Cette amélioration est médiée
pour partie par une collaboration entre les endocannabinoides podocytaires et CB1R dans les
PTEC (Jourdan et al., 2018). La délétion génétique de CB1R dans les PTEC chez la souris
protége egalement contre le développement d’une néphropathie diabétique induite par la STZ.
Les souris RPTC-CB1R” ont moins d’insuffisance rénale, d’albuminurie, d’inflammation
interstitielle et de fibrose interstitielle que les souris sauvages de la méme portée (Hinden et al.,
2018). Ces effets sont en rapport avec une diminution de I’expression du transporteur de glucose
2 (GLUT?2) dans les PTEC. GLUT2 module I’efflux de glucose depuis les cellules tubulaires

vers la circulation sanguine (Chin et al., 1993; Thorens, 1996). Son expression augmente au
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cours du diabéte chez ’homme et chez 1’animal (Chichger et al., 2016; Chin et al., 1997; Marks
et al., 2003; Rahmoune et al., 2005). L hyperglycémie favorise la translocation de GLUT2
depuis la membrane basolatérale vers le p6le apical de la cellule et la bordure en brosse,
majorant de ce fait la réabsorption de glucose (Cohen et al., 2014; Marks et al., 2003). Le
blocage de CBI1R inhibe I’activation de la PKCP1-dépendante du calcium ce qui réduit
I’expression et la translocation de GLUT2 dans les PTEC. In vitro, la stimulation de CB1R
médiée par le glucose dans des PTEC active la PKCB1-dépendante du calcium alors que le
blocage de CBIR par le JD5037 I’inhibe (Hinden et al., 2018) (Figure 6).

Au final, toutes ces études démontrent que 1’effet bénéfique du blocage de CBIR n’est pas
seulement médié par I’amélioration des parametres métaboliques mais qu’il s’exerce également
par une action directe sur les cellules rénales (podocytes et PTEC), indépendamment du
métabolisme. Ces études démontrent également que I’effet de CB1R est médié par plusieurs
voies de signalisation. Les résultats expérimentaux du blocage de CB1R dans les néphropathies

métaboliques sont synthétisés dans la Figure 7.
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Figure 6 - CB1R module I’expression de GLUT2 au cours de la néphropathie diabétique.
Adapté de Hinden et al. (2018) (A) CB1R favorise la translocation de GLUT2 au pole apical
via I’activation de la PKCB1. (B) L’inhibition de CB1R par le JD5037 prévient la translocation
de GLUT?Z2 au pdle apical.
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Figure 7 — Le blocage de CB1R pourrait étre une nouvelle cible thérapeutique dans la MRC, dans les néphropathies métaboliques et non
métaboliques. La figure reprend les résultats des études in vivo et in vitro.

Abréviations : ACR, ratio albuminurie sur créatininurie ; CB1R, récepteur cannabinoide de type 1; FI/AT, fibrose interstitielle et atrophie
tubulaire ; iNOS, synthase inductible du monoxyde d’azote ; MRC, maladie rénale chronique ; pCB1Rko, délétion podocytaire spécifique de
CB1R ; RPTC, cellules proximales tubulaires rénales.
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3.3 — L’activation de CBI1R favorise la fibrose rénale dans les

nephropathies non métaboliques

A ce jour, seuls Lecru et al. (2015) ont étudié le role pro-fibrosant de CB1R dans un modéle
expérimental murin de fibrose rénale non métabolique, I’UUO (Figure 7). Alors que CB1R est
faiblement exprimé dans les reins normaux, son expression augmente notablement dans les
néphropathies métaboliques (diabéete) mais également dans les néphropathies non métaboliques
(néphrite interstitielle aigué, néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA). De plus, une corrélation
négative a ét¢ mise en évidence entre I’expression de CBIR et la fonction rénale dans ces
néphropathies (Lecru et al., 2015). Chez la souris, dans I’UUO, tant le blocage pharmacologique
de CBIR par le rimonabant et ’AM6545, que son inhibition génétique réduisent la fibrose
rénale. Cet effet est di principalement a un effet direct paracrine/autocrine sur les
myofibroblastes rénaux, la cellule effectrice finale de la fibrogenése. In vitro, la stimulation de
myofibroblastes rénaux par le TGFp augmente 1I’expression de CB1R et la sécrétion des ligands
endocannabinoides. Au contraire, 1’administration concomitante de rimonabant dans le milieu
de culture bloque la synthese de collagene (Lecru et al., 2015). Dans les cellules tubulaires,
CB1R ne joue pas de réle majeur in vitro ni in vivo dans ce modeéle.

Alors que le blocage génétique de CB1R n’a pas d’effet sur I’infiltrat macrophagique dans ce
modele, le rimonabant réduit significativement les marqueurs macrophagiques de type M1
(INOS, MCP-1 et 1L-23). Les auteurs proposent un effet non canonique du rimonabant, d’autant
plus qu’il n’a pas été identifié d’expression de CB1R dans les macrophages rénaux (Lecru et
al., 2015). A Il’inverse, des données obtenues au cours de modéles expérimentaux de
néphropathies diabétiques suggeérent un réle direct de CBIR dans 1’orientation du phénotype
macrophagique, I’activation de CB1R favorisant la polarisation vers le type M1 et son inhibition
vers le type M2 (Jourdan et al., 2013, 2018). Le role de CB1R dans I’orientation du phénotype

macrophagique au cours de néphropathies non diabétiques reste donc a preéciser.
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Tous ces résultats suggerent que CB1R pourrait étre une cible thérapeutique pour prévenir la
progression de la MRC, quelle qu’en soit la cause. L’un des objectifs de ce travail de these est
donc de documenter les effets du blocage pharmacologique de CB1R lors de néphropathies non

métaboliques avec des molécules dont I’administration pourra étre envisagée chez I’homme.

4 — Les antagonistes des inhibiteurs pharmacologiques du récepteur
cannabinoide de type 1

Des données expérimentales de plus en plus nombreuses mettent en lumiére le potentiel
thérapeutique du blocage de CB1R dans la fibrose rénale et la MRC, qu’elle soit de cause
métabolique ou non (Barutta et al., 2010; Hinden et al., 2018; Jourdan et al., 2014, 2018; Lecru
et al., 2015; Udi et al., 2017). Apres les désillusions liées a I’abandon du rimonabant en raison
de ses effets secondaires neuro-psychiatriques sévéres, I’industrie a bien noté les perspectives
offertes par le blocage de CB1R et de nombreuses molécules ne traversant pas la barriére

hémato-encéphalique sont actuellement en développement (Hirsch & Tam, 2019).

4.1 — Les antagonistes de CB1R de premiére genération : le rimonabant

Le rimonabant est le seul antagoniste de CB1R qui a été utilisé en pratique clinique. L’AMM
avait été obtenue dans 1’indication de la prise en charge de 1’obésité. Malheureusement, les
études cliniques conduites chez I’homme avec le rimonabant se sont focalisées sur le syndrome
métabolique et I’insuffisance rénale chronique était un critére d’exclusion (Després et al., 2005,
2009; Nissen et al., 2008; Pi-Sunyer et al., 2006; Rosenstock et al., 2008; Topol et al., 2010;
Triay et al., 2012; Van Gaal et al., 2005). L’objectif principal de I’étude RIALTO
(NCT00458081) était d’évaluer I’effet du rimonabant sur la microalbuminurie des patients
ayant un syndrome métabolique. L’objectif secondaire de 1’étude portait sur 1’évolution du

DFG. En raison de ses effets indésirables, notamment du risque d’épisode dépressif caractérisé
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sévere, le rimonabant a été retiré du marché en 2008, avant la fin de 1’étude RIALTO. Celle-ci
s’est donc terminée prématurément avant que des résultats ne soient communiqués. Plusieurs
études cliniques de phases 2 et 3 évaluant d’autres antagonistes de premiere génération de
CB1R étaient en cours lorsque le rimonabant a été retiré du marché. Parmi les molécules
¢tudiées, les principales étaient I’ibipinabant, le taranabant, 1’otanabant et le surinabant. Ces
études incluaient des patients ayant une obésité et/ou un syndrome métabolique. Elles ont été
arrétées prématurément et seuls quelques résultats partiels sont publiés (Addy et al., 2008;
Aronne et al., 2011). A ce jour, aucune étude clinique n’a évalué I’impact néphrologique du

blocage de CBIR sur I’évolution de la fonction rénale au cours du diabéte et de 1’obésité.

4.2 — Les antagonistes de CB1R de deuxieme génération: les

antagonistes périphériques
De nombreux antagonistes périphériques de CB1R, sans effets indésirables sur le systeme
nerveux central, ont été développés ces 10 dernieres années (Cinar et al., 2020). Des données
expérimentales montrent que le blocage périphérique de CB1R est un bon candidat pour
intégrer 1’arsenal thérapeutique de la prise en charge de la MRC (Barutta et al., 2017; Cinar et
al., 2020; Jourdan et al., 2018; Lecru et al., 2015; Tam et al., 2010; Udi et al., 2017). Les
principales molécules étudiées sont I’AM6545 et le JD5037 (Tableau 2). L’AM6545 est un
antagoniste neutre de CB1R ne traversant pas la barriere hémato-encéphalique. La structure de
1’AM6545 reprend celle du rimonabant mais avec un alkynyl sur la chaine du groupe 4-aryl. La
sélectivité et I’affinité de I’AM6545 pour CB1R sont similaires a celles du rimonabant, avec un
Kia3,3nM (Tam et al., 2010). La pénétration cérébrale de I’AM6545 est réduite (Cluny et al.,
2010; Tam et al., 2010). L’ AM6545 réduit de fagon significative 1’albuminurie (Barutta et al.,

2017, 2018) ainsi que les dépots de collagene dans le mésangium et I’interstitium (Barutta et
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al., 2017) des souris diabétiques. Dans I’'UUO, I’AM6545 réduit de 25 a 60% la fibrose rénale
par rapport au placebo (Lecru et al., 2015).

La plupart des antagonistes périphériques de CB1R sont développés a partir de la structure
chimique du rimonabant. Le JD5037 a quant a lui été développé par le groupe Jenrin a partir de
la structure de I’ibipinabant, qui traverse moins la barriere hémato-encéphalique que le
rimonabant (Chorvat, 2013; Chorvat et al., 2012). Les modifications du groupe N-méthyl
central de I’ibipinabant permettent de réduire le passage de la barriére hémato-encéphalique.
Le JD5037 a été congu avec un substitut N-vanilamide. Son affinité pour CB1R est 15 fois
supérieure a celle de I’ibipinabant (IC50 1,5 nM) (Chorvat et al., 2012). Par rapport a I’ AM6545
et a la plupart des composés basés sur la structure du rimonabant, le JD5037 présente 1’avantage
d’une plus grande biodisponibilité par voie orale (Cinar et al., 2020). Il n’a pas été mis en
évidence d’effets indésirables du JD5037 dans des études précliniques de toxicité chez le rat et
les chiens, avec des posologies allant respectivement jusqu’a 150 et 75 mg/kg/j (Kale et al.,
2019). Chez le rongeur, le JD5037 reduit efficacement les Iésions de néphropathies diabétiques
par un effet direct sur le podocyte (Jourdan et al., 2014) et sur les PTEC (Hinden et al., 2018).
Le JD5037 régule notamment la translocation de GLUT2 a la membrane apicale. Le JD5037
est également efficace dans la néphropathie associée a 1’obésité en augmentant la 3-oxydation
des acides gras dans les PTEC (Udi et al., 2017).

I n’y a pas encore de données publiées sur I’effet du JD5037 dans la fibrose rénale compliquant
la MRC non métabolique. Documenter ’effet du JD5037 dans cette indication fait partie des
objectifs de ce travail de thése. Les résultats expérimentaux disponibles, en particulier au cours
de la néphropathie diabétique, sont néanmoins tres encourageants. Le JD5037 est actuellement
développé par Corbus Pharma, sous le nom de CRB-4001. Une étude de phase Il est en cours

dans la stéatohépatite non alcoolique.

51



Tout récemment, Liu et al. (2021) ont décrit les propriétés du MRI-1891, un antagoniste biaisé
de CB1R inhibant le recrutement de la B-arrestine-2. Il s’agit du premier antagoniste de CB1R
qui signale préférentiellement via une B-arrestine par rapport aux protéines G. Les B-arrestines,
en particulier la B-arrestine 2, sont impliquées dans le maintien de I’intégrité du diaphragme de
fente (Quack et al., 2006). La néphropathie diabétique s’accompagne d’une dérégulation de la
voie des B-arrestines 2 (J. Liu et al., 2016; Quack et al., 2011). Chez la souris obese, le MRI-

1891 réduit la prise alimentaire, la prise de poids et I’insulinorésistance (Z. Liu et al., 2021).

4.3 — Les antagonistes de CB1R de troisieme genération : les

antagonistes périphériques hybrides de CB1R

Les derniéres avancées pharmacologiques ont porté sur le développement d’antagonistes
hybrides de CB1R. Les molécules sont modifiées de telle sorte qu’elles permettent d’inhiber
deux voies de signalisation. Cette approche augmente I’efficacité thérapeutique et a été
proposée dans la prise en charge de la fibrose hépatique (Cinar et al., 2016; lyer et al., 2017) et
de la fibrose pulmonaire (Cinar et al., 2017, 2021). L’inhibition périphérique de CBIR couplée
a D’inhibition de la synthase du NO inductible (iNOS) a été proposée dans le syndrome
métabolique (Roger et al., 2020) et dans la MRC (Cinar et al., 2020). En effet, tant CB1R que
iNOS sont augmentés au cours de la MRC (Udi et al., 2020). L’hyperactivité de iNOS contribue
a la dysfonction tubulaire dans la MRC associée a 1’obésité chez la souris (Udi et al., 2020) et
a la fibrose rénale dans I’'UUO (Ozbek et al., 2009). Dans la néphropathie associée a 1’obésité
chez la souris, le MRI-1867, un antagoniste hybride de CB1R et iNOS, est plus efficace pour
prévenir la fibrose rénale, I’inflammation et I’insuffisance rénale que 1’inhibition isolée de
CB1R par le JD5037 ou I’inhibition isolée de iINOS par le 1400W (Udi et al., 2020). La encore,

les effets du MRI-1867 sur la MRC d’origine non métabolique ne sont pas connus.
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Une autre piste de molécule hybride repose sur une inhibition périphérique de CB1R couplée a
une activation de 1I’AMP-activated kinase (AMPK) (Cinar et al.,, 2020). Des travaux
experimentaux sont néanmoins indispensables avant d’envisager une administration
thérapeutique chez I’homme. La société Inversago Pharma a conduit une premiére étude
clinique de phase 1 avec un composé de troisieme genération (INV101, NCT04531150) et a
annoncé le 7 septembre 2021 le démarrage d’une seconde étude clinique de phase 1 testant un
autre composé de nouvelle génération (INV202). Evaluer la sécurité et la tolérance de ces
molécules, notamment neuro-psychiatriques, est un prérequis indispensable avant de proposer

leur utilisation chez les patients.

4.4 — Les anticorps bloquants de CB1R

Une autre approche thérapeutique actuelle est celle des anticorps bloquants. L’encombrement
stérique de telles molécules prévient en effet le risque de passage de la barriére hémato-
encéphalique. Le groupe Bird Roc Bio, Inc group, a concu le RYI-018 (nimacimab), un
anticorps bloquant de CB1R. Les phases précoces du développement clinique sont en cours
avec notamment des études cliniques de phase 1 (NCT03261739) et 2a (NCT03900325) visant
a confirmer la sécurité, la tolérance et les propriétés pharmacocinétiques du RYI1-018
respectivement dans la stéatohépatite non alcoolique et la gastroparésie diabétique. Le groupe
Goldinch Bio, Inc group, a quant a lui con¢u le GFB-024, un anticorps monoclonal qui se
comporte comme un agoniste inverse de CB1R. La population cible de la molécule est celle des
patients insulinorésistants a haut risque de MRC. Une étude de phase 1 chez des volontaires
sains est en cours. A ce jour, il n’y a aucune donnée expérimentale chez 1’animal publiée avec

le RY1-018 et le GFB-024.
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5—Maladie rénale chronique et transition insuffisance rénale aigué — maladie

rénale chronique

Quelle qu’en soit sa cause (métabolique, immunologique, toxique ...) et indépendamment de
la néphropathie initiale (glomérulaire, tubulo-interstitielle, vasculaire), la MRC correspond au
remplacement du tissu rénal fonctionnel par des protéines de la matrice extracellulaire (MEC)
qui alterent de fagon progressive et inéluctable le fonctionnement rénal (KDIGO, 2013). Les
principales caractéristiques de la MRC sont une réduction néphronique, une altération des
capacités de régénération rénale, des lésions de la micro-vascularisation, des modifications
métaboliques, du stress oxydatif et de 1’inflammation (Babickova et al., 2017; Hodgkins &
Schnaper, 2012; Humphreys, 2018; Ruiz-Ortega et al., 2020; N. Simon & Hertig, 2015). La
fibrogenese rénale résulte de I’ensemble de ces phénomenes. Les mécanismes effecteurs
terminaux de la MRC sont communs a I’ensemble des néphropathies, qu’elles intéressent les
reins natifs ou les reins greffés. La MRC favorise la survenue d’épisodes d’insuffisance rénale
aigué (IRA) qui accélerent la progression de la MRC, définissant la transition IRA-MRC. De
fagon similaire, I’IRA est un facteur de risque de MRC (Chawla et al., 2014). La transition IRA-
MRC est donc un phénomene particuliérement fréquent en pratique clinique, d’ou un intérét de
la recherche de plus en plus marqué (Ruiz-Ortega et al., 2020). Ses mécanismes

physiopathologiques ont été précises ces dernieres années.

5.1 — Les principaux acteurs de la fibrogenese rénale
5.1.1 — Le myofibroblaste, cellule effectrice de la fibrogenese

rénale

Les cellules effectrices de la fibrogenése rénale sont les myofibroblastes (Leaf & Duffield,
2017; Ruiz-Ortega et al., 2020; Zeisberg et al., 2008). lls partagent des propriétés des

fibroblastes et des cellules musculaires lisses. Les marqueurs myofibroblastiques, qui ne sont
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néanmoins pas spécifiques des myofibroblastes, sont I’actine muscle lisse alpha (a-SMA), la
fibronectine, la vimentine, le collagéne lal et le récepteur B du facteur de croissance
plaquettaire (PDGFR-B) (Humphreys, 2018; Lin et al., 2008). S’il est largement admis que les
myofibroblastes sont les principales cellules productrices des composants de la MEC dans la
fibrose rénale, I’origine des myofibroblastes rénaux reste débattue (Ruiz-Ortega et al., 2020).
Les cellules résidentes du stroma rénal, constituées des péricytes rénaux, des fibroblastes
périvasculaires et des cellules souches mésenchymateuses, sont la source majoritaire des
myofibroblastes rénaux (Kramann et al., 2015). Il a également été montré que des cellules issues
de la moelle osseuse (macrophages et fibrocytes) peuvent se différencier en myofibroblastes
(Lin et al., 2008; Niedermeier et al., 2009; Reich et al., 2013; Reilkoff et al., 2011). La
contribution des processus de transition épithélio-mésenchymateuse et endothélio-
mésenchymateuse a la genése des myofibroblastes a fait I'objet d’une abondante littérature mais
reste débattue (Asada et al., 2011; De Palma et al., 2003, 2005; Deng et al., 2016; Humphreys,

2018; Humphreys et al., 2010; Koesters et al., 2010; Phua et al., 2013; Zeisberg et al., 2008).

5.1.2 — Le TGF-B, principal régulateur de la fibrogenese rénale

Le TGF-B est la principale cytokine impliquéee dans la prolifération, la migration et I’activation
des myofibroblastes au cours de la fibrose rénale. 1l favorise la transcription de molécules pro-
fibrosantes incluant les collagénes, la fibronectine et PAI-1 (Border, Okuda, Languino, &
Ruoslahti, 1990; Haberstroh et al., 1993; Wilson et al., 1993). Le blocage du TGF-B1 dans des
modeles expérimentaux chez ’animal réduit I’activation des fibroblastes et les dépots de
collagene (Border, Okuda, Languino, Sporn, et al., 1990; Gruden et al., 2005; Isaka et al., 1993;
Lopez-Herndndez & LoOpez-Novoa, 2012; Moon et al., 2006; Russo et al., 2007). Le TGF-B
participe a de nombreuses autres réponses biologiques incluant la prolifération cellulaire,

I’apoptose, la différenciation, 1’autophagie et la réponse immunitaire (Meng et al., 2016).
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La superfamille du TGF-B compte une soixantaine de composés parmi lesquels les trois
isoformes TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3. La surexpression hépatique de la forme active du TGF-
B1 chez des souris transgéniques est suffisante pour induire la fibrogenese dans de multiples
organes, dont les reins (Sanderson et al., 1995). La voie de signalisation canonique du TGF-$
implique la phosphorylation et 1’activation de small mothers against decapentaplegic (Smad)
2 et Smad3 via son récepteur de type 1 (TGFR1). Des voies de signalisation non canoniques
indépendantes de Smad ont également été décrites. Les 3 isoformes du TGF-p sont sécrétées
sous la forme d’un précurseur inactif. Le clivage de ce précurseur dans sa région N-terminale
libere le peptide de latence (LAP, latency associated peptide) qui s’associe au TGF-3 mature et
a la latent TGF-£ binding protein (LTBP) (Robertson et al., 2015). Le complexe TGF-
B/LAP/LTBP est un important réservoir de TGF-p. Il est frequemment ancré dans la MEC et
empéche le TGF-p d’interagir avec ses récepteurs cibles. Plusieurs enzymes peuvent cliver ce
complexe et libérer la forme active du TGF-, dont la MMP2, la MMP9 et la thrombospondine
(Annes et al., 2003). Le TGF-p actif permet 1’assemblage des homodimeres inactifs TGFR2 et
TGFR1, deux récepteurs membranaires a activité sérine/théronine kinase (Figure 8). Le
TGFR2 active le TGFR1 par phosphorylation. Le TGFR1 activé phosphoryle Smad2 et Smad3,
permettant le recrutement de Smad4, la formation du complexe Smad2/3/4 et sa translocation
nucléaire. Le composé Smad3 du complexe Smad2/3/4 active les myofibroblastes et promeut
la fibrogenese par plusieurs mécanismes. Smad3 est un facteur de transcription de molécules
pro-fibrosantes, dont a-SMA, le collagéne | et les inhibiteurs tissulaires des MMPs (TIMP),
impliquées dans I’activation des myofibroblastes et la synthése de la MEC (Meng et al., 2016).
Smad3 favorise également la transcription de microARN (miRNA) pro-fibrosants, le mieux
documenté étant miR-21, et inhibe la transcription de miRNA anti-fibrosants (Chau et al., 2012;
Chung & Lan, 2015; McClelland et al., 2015; Rudnicki et al., 2015; Zarjou et al., 2011; Zhong

et al., 2011, 2013). Enfin, des modifications épigénétiques de I’ADN et des histones induites
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par Smad3 modulent la transcription des génes impliqués dans la fibrogenese (Bian et al., 2014;
Pan et al., 2013; Tampe et al., 2014; Xiao et al., 2015). Les composés Smad2 et Smad4 ne
possedent pas de site de liaison a I’ ADN et mais régulent I’activité de Smad3 (Chen et al., 1999;

Dennler et al., 1998; Piek et al., 2001; Yuan & Varga, 2001).
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Figure 8 - Voie de signalisation canonique du TGF-p — Adapté de Meng et al. (2016).
Abréviations : a-SMA, actine muscule lisse alpha ; LAP, peptide de latence du TGF-f ; LTBP,
latent TGF-f binding protein ; MEC, matrice extracellulaire ; miRNA, micro-ARN ; Smad,
small mothers against decapentaplegic ; TGF, transforming growth factor ; TGFR1, récepteur
de type 1 du TGF-B ; TGFR2, récepteur de type 2 du TGF- ; TIMP, inhibiteur des
métalloprotéinases matricielles
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5.2 — Mécanismes de la transition insuffisance rénale aigué — maladie

rénale chronique

La recherche s’est largement intéressée aux mécanismes de la transition IRA-MRC ces
derniéres années. L’épithélium tubulaire rénal est constitué de cellules épithéliales polarisées
disposées sur une membrane basale et soutenues par un tissu interstitiel. Les cellules adjacentes
interagissent via des jonctions adhérentes, des desmosomes et des jonctions serrées. Elles créent
ainsi un tapis continu de cellules qui facilite les transports de solutés. Lors d’une agression
aigué, les cellules tubulaires subissent différentes formes de mort cellulaire, de 1’apoptose a la
nécrose (Baisantry et al., 2019; Canaud et al., 2019; Ding et al., 2014; Djudjaj et al., 2017;
Lenoir et al., 2016; Ortiz et al., 1997; Sancho-Martinez et al., 2015; Sanz et al., 2008; B. Yang
etal., 2018; L. Yang et al., 2010). La mort cellulaire est caractérisée par la perte de la bordure
en brosse, de la polarisation cellulaire et des interactions intercellulaires. Les cellules tubulaires
1ésées sécretent des médiateurs de 1’inflammation, qui contribuent a la majoration des 1ésions.
Des mécanismes directs et indirects, via le recrutement de macrophages, ont été identifiés
(Figure 9). Apres la phase aigué, les cellules tubulaires restantes participent a la régénération
de 1I’épithélium tubulaire. Les mécanismes de réparation sont multiples, de 1’autophagie a la
réactivation de voies de signalisation impliquées dans le développement embryonnaire (dont
Notch, Wnt/p-caténine, Hedgehog et SOX9) qui régulent la différenciation cellulaire et la
migration. Les changements phénotypiques des cellules tubulaires incluent la transition
épithélio-mésenchymateuse partielle et I’induction de la sénescence (H. Jin et al., 2019; Ruiz-
Ortega et al., 2020; Valentijn et al., 2018). Le dialogue entre les cellules tubulaires lesées et le
compartiment interstitiel est I’un des acteurs majeurs de la progression de la fibrose rénale. En
effet, les ligands de Wnt/B-caténine et de Hedgehog libérés par les cellules tubulaires jouent un
réle paracrine direct dans la différenciation des cellules résidentes stromales en myofibroblastes

activés. Il est également possible que les ruptures de la membrane basale tubulaire favorisent
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I’activation des MMPs, indispensables au clivage du complexe inactif TGF-B/LAP/LTBP, et la
migration interstitielle des myofibroblastes (Boutet et al., 2006; LeBleu et al., 2013). Ce dernier
point est néanmoins trés débattu actuellement. Tous ces remaniements contribuent a la
différenciation et a I’activation des myofibroblastes, a la sécrétion des protéines de la MEC et,

par suite, a la progression de la fibrose interstitielle.
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5.3 — Modeles experimentaux murins de maladie renale chronique

Peu de modeles expérimentaux murins de MRC permettent d’étudier concomitamment
I’évolution de la fonction rénale et le développement d’une fibrose interstitielle significative.
Les modeles expérimentaux de néphropathie diabétique et de néphropathie glomérulaire
(Alport, 1gA, lupus, anticorps anti-membranes basales glomérulaires) se caractérisent
essentiellement par une albuminurie marquée sans lésion significative de fibrose interstitielle
(Barutta et al., 2010; Betz & Conway, 2014; Graham & Schuurman, 2015; Kitada et al., 2016;
@stergaard et al., 2017). Les lésions de fibrose interstitielle manquent également dans les
modeles de néphropathie hypertensive (Bao et al., 2018; Guo et al., 2015).

Des modeles de transition IRA-MRC faisant suite a I’administration de toxiques comme le
cisplatine, 1’acide folique, I’acide aristolochique, la warfarine, le glycérol ou la gentamicine ont
également été proposes. Le cisplatine (Ko et al., 2014; Morsy & Heeba, 2016; Xu et al., 2015),
I’acide aristolochique (Matsui et al., 2011; Wu et al., 2014), la warfarine (Brodsky, 2014,
Brodsky et al., 2011; Ozcan et al., 2012; Ware et al., 2011) et la gentamicine (Boroushaki et al.,
2014; He et al., 2015; Heidarian et al., 2017) sont également néphrotoxiques chez I’homme.
Les modeles expérimentaux utilisant ces molécules permettent ainsi de mieux comprendre leurs
modes d’action et d’adapter la prise en charge des patients. L’acide folique est responsable
d’une néphropathie cristalline chez le rongeur (Kumar et al., 2015; Soofi et al., 2013; Szczypka
et al.,, 2005; Wen et al., 2012). Le glycérol quant a lui est un modele expérimental de
rhabdomyolyse (Geng et al., 2014; J. H. Kim et al., 2014). Ainsi, les spécificités propres a
chacune de ces molécules rendent difficile la généralisation des conclusions a 1’ensemble des
causes de transition IRA-MRC.

Lorsqu’un délai suffisant est observé aprés 1’obstruction, I’'UUO permet d’observer les lésions
histologiques de la MRC & savoir des Iésions d’atrophie tubulaire, de fibrose interstitielle et

d’inflammation interstitielle (Chevalier et al., 2009; Lecru et al., 2015; Misseri et al., 2004). La
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présence du rein adelphe dans ce modéle ne permet cependant pas d’étudier 1’impact
d’éventuelles modulations thérapeutiques sur la fonction rénale.

Deux modeles expérimentaux permettent d’évaluer concomitamment la dysfonction rénale et
les lésions histologiques de fibrose interstitielle : la néphrectomie des 5/6°™ et 1’ischémie
reperfusion avec sacrifice retardé. La néphrectomie des 5/6°™ s’accompagne initialement d’une
néphropathie hypertensive avec hyperfiltration (Ergir et al., 2015; Tapia et al., 2012), et
secondairement de 1ésions de glomérulosclérose, d’atrophie tubulaire et de fibrose interstitielle
(Gong et al., 2016; D. H. Kim et al., 2009). Les principales limites de ce modéle sont une
mortalité péri-opératoire élevée, la faible masse de tissu rénal Iésé analysable et la résistance
des souris C57BL/6 aux lésions tubulo-interstitielles dans ce contexte (Bao et al., 2018). Ces
limites nous ont conduits a préférer le modele d’ischémie reperfusion unilatérale avec
néphrectomie controlatérale retardée (I/R-CKD)(Scarfe et al., 2019). Ce modéle reproduit en
effet la transition IRA-MRC, situation fréquente en pratique clinique (Bao et al., 2018; Fu et
al., 2018; Ruiz-Ortega et al., 2020; Scarfe et al., 2019). L’ischémie rénale unilatérale induite
par le clampage du pédicule vasculaire s’accompagne de 1ésions tubulaires aigués, d’une
inflammation interstitielle et d’une dysfonction vasculaire (Agarwal et al., 2016; Bonventre &
Yang, 2011; Linkermann et al., 2014; Sharfuddin & Molitoris, 2011). La néphrectomie
controlatérale révele le niveau d’insuffisance rénale. Retarder la néphrectomie permet non
seulement de s’affranchir de la mortalité précoce liée a ’IRA, mais également d’aggraver les
Iésions chroniques. En effet, apres I’I/R, le flux rénal sanguin est dirigé de fagon préférentielle
vers le rein sain controlatéral, prolongeant de ce fait I’hypoxie médullaire du rein qui a subi
I’intervention (Fu et al., 2018; Gao et al., 2013; Scarfe et al., 2019). L’I/R-CKD constitue donc
un modele expérimental de transition IRA-MRC permettant d’évaluer la fonction rénale ainsi
que les lésions histologiques de fibrose interstitielle. Les parameétres opératoires (température

corporelle, durée de I’ischémie, délai entre I’I/R et la néphrectomie) modulent la sévérité du

62



modele et doivent étre précisément controlés (Bonventre & Yang, 2011; Fu et al., 2018; Le Clef

et al., 2016; Scarfe et al., 2019).
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OBJECTIFS

Notre hypothése principale, que nous étayerons par une approche translationnelle,
expérimentale chez I’animal et in vitro avec des cultures cellulaires, est que CB1R favorise la
fibrogenese rénale, indépendamment de sa cause, aussi bien sur les reins natifs que sur les
greffons rénaux. Son inhibition (génétique ou pharmacologique), pourrait protéger le rein
contre la progression des maladies rénales, faisant du blocage de CB1R une voie thérapeutique
prometteuse dans le traitement de la fibrose rénale, de la MRC et de la dysfonction chronique

de I’allogreffe (DCA).

Afin de démontrer cette hypothese, les objectifs sont :
1) Démontrer que I’activation de CB1R est impliquée dans la fibrose rénale survenant au
cours de la DCA :

a. Mise au point d’une technique morphométrique d’analyse d’image d’évaluation
de la fibrose rénale ;

b. Approche translationnelle chez I’homme : quantification de 1’expression de
CB1R par immunohistochimie (IHC), recherche d’une corrélation entre
I’expression de CBIR et la fibrose renale, le score de Banff et les données
cliniques ;

c. Invitro: étude de I’expression de CBIR dans un modele de Iésions tubulaires
médiées par le tacrolimus et évaluation de I’effet du rimonabant, un agoniste
inverse de CB1R, dans ce modele.

2) Démontrer que I’inhibition de CB1R préserve la fonction rénale a la phase tardive d’un
modele expérimental murin d’ischémie-reperfusion (I/R-CKD) :

a. Démontrer que I’inhibition de CB1R, qu’elle soit génétique ou pharmacologique

préserve la fonction rénale et réduit la fibrose rénale dans I’l/R-CKD ;

64



b. Evaluer I’efficacité et la tolérance d’inhibiteurs pharmacologiques périphériques
de CB1R de seconde génération (JD5037) et de troisieme génération (composé
X —agrement de confidentialité en cours) ;

c. Identifier la contribution des différents types cellulaires rénaux impliqués dans
la fibrogénese meédiée par CB1R en utilisant un systéme cre-lox : inhibition
génetique tubulaire de CB1R et inhibition génétique myofibroblastique de

CB1R.

3) Caractériser in vitro I’effet de 1’inhibition génétique et pharmacologique de CB1R sur
les différents types de cellules possiblement impliquées dans la fibrogenése que sont les
cellules épithéliales tubulaires et les myofibroblastes :

a. Développement de lignées de cellules primaires murines myofibroblastiques et
tubulaires Cnrl” et Cnr1*/*
b. Préciser les conséquences du blocage de CB1R sur le phénotype, la sécrétion de

collagene, la prolifération et la migration des cellules ainsi obtenues.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

1 — Mise au point d’une technique morphométrique d’analyse d’image pour

évaluer la fibrose rénale

1.1 - Introduction

La MRC est définie par un DFG < 60 mL/min/1,73 m? pendant plus de 3 mois ou par des
anomalies fonctionnelles et/ou structurelles rénales (KDIGO, 2013). Le risque évolutif de la
MRC est la progression vers I’'IRT. De nombreuses études ont montré que la fibrose
interstitielle (FI) rénale est corrélée a la fonction rénale (Farris et al., 2011; Schainuck et al.,
1970). La FI est également prédictive du devenir rénal, qu’elle intéresse les reins natifs (Risdon
et al., 1968; Working Group of the International IgA Nephropathy Network and the Renal
Pathology Society et al., 2009) ou les greffons rénaux (Choi et al., 2005; Cosio et al., 2005;
Grimm et al., 1999). Contrdler la progression de la FI voire la réduire sont donc des objectifs
thérapeutiques majeurs dans la prise en charge de la MRC. Cela nécessite une quantification
précise de la Fl, non seulement chez ’homme pour préciser le pronostic de la MRC et guider
les stratégies thérapeutiques, mais également dans les modéles expérimentaux chez 1’animal
pour évaluer de facon précise les pistes thérapeutiques anti-fibrosantes. L’évaluation de la FI
en microscopie optique conventionnelle, notamment aux stades précoces, est particulierement
difficile et soumise a d’importantes variabilités intra- et inter-observateurs (Furness et al., 2001,
Marcussen et al., 1995; Rowshani et al., 2006; Seron et al., 2002). Afin de s’affranchir de cette
problématique, plusieurs équipes, dont la notre, ont proposé I’utilisation de techniques
informatisées morphométriques d’analyse d’image (Diaz Encarnacion et al., 2004; Farris et al.,
2011; Grimm et al., 2003; Pape et al., 2003; Servais et al., 2007, 2011; Street et al., 2014; Sund
et al., 2004).
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L’objectif de ce travail est donc de développer une nouvelle technique de quantification de la
FI qui soit simple a mettre en ceuvre et reproductible. Dans un premier temps, nous avons évalué
I’efficacité, la robustesse et la reproductibilité de notre solution informatique d’analyse d’image
apres coloration par le rouge Sirius, sans polarisation. Dans un second temps, nous avons
appliqueé cette technique a une cohorte de patients transplantés rénaux ayant recu un greffon de
Donneur Décédé apres Arrét Circulatoire (DDAC Maastricht I1) et I’avons utilisée pour décrire

I’évolution de la fibrose du greffon rénal au cours de la premiere année apres la greffe.

1.2 — Article

Dao, M., Pouliquen, C., Duquesne, A., Posseme, K., Mussini, C., Durrbach, A., Guettier, C.,

Francois, H., & Ferlicot, S. (2020). Usefulness of morphometric image analysis with Sirius Red
to assess interstitial fibrosis after renal transplantation from uncontrolled circulatory death

donors. Scientific Reports, 10(1), 6894. https://doi.org/10.1038/s41598-020-63749-3
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Early interstitial fibrosis (IF) correlates with long-term renal graft dysfunction, highlighting the need for
accurate quantification of IF. However, the currently used Banff classification exhibits some limitations.
The aim of our study was to precisely describe the progression of IF after renal transplantation using a
new morphometric image analysis method relying of Sirius Red staining.The morphometric analysis
we developed showed high inter-observer and intra-observer reproducibility, with ICC [95% | C] of
respectively 0.75 [0.67-0.81] (h =151) and 0.88 [0.72-0.95] (n =21). We used this method to assess

IF (mIF) during the first year after the kidney transplantation from 66 uncontrolled donors after
circulatory death (UDCD). Both miF and interstitial fibrosis (ci) according to the Banff classification
significantly increased the first three months after transplantation. From M3 to M12, miF significantly
increased whereas Banff classification failed to highlight increase of ci. Moreover, mIF atM12 (p =0.005)
correlated with mean time to graft function recovery and was significantly associated with increase of
creatininemia atM12 and at last follow-up .To conclude, the new morphometric image analysis method
we developed, using a routine and cheap staining, may provide valuable tool to assess |F and thus to
evaluate new sources of grafts.

Chronic kidney disease (CKD) is a burden for Public Health and concerns millions of individuals worldwide.
Kidney transplantation remains the optimal treatment for CKD, offering a better survival than dialysis and being
cost-effectiveness'~.

In order to increase the pool of available donors in a setting of organ shortage, grafts from uncontrolled donors
after circulatory death (uDCD) have been used in France since 2006. Several studies have shown that kidneys
from DCD provide almost an equal function as kidneys from donation after brain death (DBD)*-*. Moreover, as
DBD kidney transplantation, DCD kidney transplantation is associated with increased survival of patients who
have end-stage renal disease (ESRD) and are on the transplant waiting list'*. Whereas early reports of uDCD
showed good renal outcome and no increase in IF/TA compared to extended criteria DBD, other reported a very
early and more severe development of IF/TA"* than in DBD.

Whatever the donor’s status, chronic allograft dysfunction (CAD), which is the final result of different etio-
logical and pathogenetic conditions, remains the first cause of graftloss'¢-2". CAD corresponds to the irreversible
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replacement of functional renal tissue by extracellular matrix (ECM) proteins, leading to the progressive impair-
ment of renal graft function. Among the pathological lesions observed during CAD, one of the most prominent is
interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA). Other histological damages include glomerulosclerosis, splitting
of glomerular capillary basement membranes and vascular intimal hyperplasia*!. Many mechanisms which are of
immunological origins or not, are involved in this multifactorial and complex process*-2%. The current concept
states that many processes leading to graft fibrosis, i.e. IF/TA, occur early after the transplantation, especially
within the first few months?. IF/TA involves about 40% of kidney grafts at 3-6 months and up to 50% at 1 year,
while renal function remains stable’®?’, which suggests that renal function is a suboptimal and late marker of
kidney graft dysfunction. Up to now, the only reliable method to assess IF/TA is the histological evaluation of a
graft biopsy*®*! which also allows to determine specific lesions and pathogenic processes affecting the graft®2*.
It is also well-known that early IF correlates with long-term graft dysfunction®-**, highlighting the need for
accurate quantification of IF to better identify patients requiring specific therapeutic interventions and to deter-
mine the efficacity of such interventions. IF in kidney graft is usually graded using the Banff classification®.
However, the Banff classification exhibits some limitations. The semi-quantitative evaluation in only 4 grades
(0 to 3) prevents the precise evaluation of IF evolution and may be not sensitive enough in the early stages.
Furthermore, studies have shown a wide interobserver variation in the assessment of renal graft biopsies using
the Banff classification?®3¢-3,

The aim of the study was to assess the initial progression of interstitial fibrosis and tubular atrophy in kidney
grafts from uDCD formerly classified as “Maastricht II” non heart beating donors, using a new image analysis
method based on Sirius Red staining.

In the first part of our work, we will evaluate the accuracy, the robustness and reproducibility of our comput-
erized analysis method (mIF) to assess IE. In the second part, mIF will be applied to assess IF during the first year
after kidney transplantation from uDCD and mIF score will be correlated with clinico-biological data.

Results

Validation and reliability tests of the image analysis method for the quantification of inter-
stitial fibrosis (mIF). Among the 166 graft biopsies, 15 were rejected for image analysis because specimen
adequacy was unsatisfactory (<7 glomeruli and/or no artery on the sample) according to the Banff criteria® or
because the paraffin block was worn out. Measurement of interstitial fibrosis by image analysis (mIF) was per-
formed on the 151 biopsies independently by two pathologists (CP and SF) (Fig. 1A). The value of inter-operator
intraclass correlation coeficient (ICC) was 0.75 with its 95% confidence interval (95% CI) equal to [0.67-0.81]
(p=8.4.10"%) (Fig. 1B). To assess the intra-observer reproducibility, 21 consecutive graft biopsies were analyzed
again by one of the pathologists (CP) 6 months later. The value of ICC was 0.88 with 95% CI of [0.72-0.95]
(p=5.5.10"%) (Fig. 1C). Analysis of interstitial fibrosis (ci) according to the Banff criteria (using Massons tri-
chrome staining) exhibited inter-operator ICC of 0.78 with 95% CI of [0.70-0.84] (p =5.6.10~-%) (Fig. 1D). Then,
we compared morphometric quantification of interstitial fibrosis and semi-quantitative analysis performed by
an expert pathologist (SF) according to Banff criteria (Fig. 1E). The mIF score significantly increased (p < 0.05)
between the four groups defined by the Banff classification. Mean mIF (%) was respectively 8.3+ 2.4 (ranges: 4.3~
15.8) in the ci0 group (n=40), 10.7 4 3.6 (ranges: 4.0-25.2) in the cil group (n=282), 17.1 £ 6.4 (ranges: 9.8-36.6)
in the ci2 group (n=18) and 20.1+ 8.0 (ranges: 5.7-32.7) in the ci3 group (n=11). The correlation between mIF
and Banff ci was 0.62 with 95% CI of [0.51-0.71] (p < 0.001). Discrepancies between ci and mIF were observed in
only 2 cases. These cases were carefully reanalyzed: interstitial edema and inflammation were the main drawback
to accurately quantify ciin Massons’ trichrome staining (Supplemental Fig. 1).

Clinical characteristics of the patients. The 66 patients who received kidney graft from uDCD included
14 females and 52 males. Mean age at the time of kidney transplantation was 44.7 +9.8 years old (median: 46;
range: 20-59). Indications for kidney transplantation were hypertensive nephroangiosclerosis (n =16), IgA
nephropathy (n=7), autosomal dominant polycystic kidney disease (n=6), Alport syndrome (n=4), dia-
betic nephropathy (n=3), other glomerulopathies (n =5), tubulo-interstitial nephritis (n=3) and uropa-
thy (n=4). Nephropathy remained undetermined in 18 patients. All patients received induction therapy with
anti-lymphocyte serum. They also received mycophenolate mofetil, corticosteroids and tacrolimus per local prac-
tice. Characteristics of the recipient patients are summarized in Table 1.

Uncontrolled DCD: Baseline characteristics, transplantation and clinical outcome. The 66
patients received kidney graft from 48 uDCD (Table 1). Donors included 9 females and 39 males and were
39.748.5 years old (median: 40.5; range: 19-53). None of them had history of arterial hypertension or diabetes
mellitus. Mean total warm ischemic time (tWIT) from cardiac arrest to in sifu preservation was 145.9 £ 15.2min-
utes (median: 148.5; ranges: 115-188). Mean cold ischemia was 16.2 = 3.7hours (median: 17.0, ranges: 10-23.8).
Delayed graft function occurred in 54/66 patients (82%). Mean time between transplantation and renal graft
recovery was 22.6 £9.8 days (median: 20, ranges: 1-58). Non-primary graft function occurred in 2 patients.
Biopsy-proven acute rejection occurred in eight patients (12%). Mean LDH level reached a pic at Day 3 post
transplantation (2539 = 1089 IU/L) which was significantly associated with time to graft recovery (time to recov-
eryaccording to LDH at D3: y=15.2+0.0025x, p =0.016, R*=0.1028).

Histological features. Among the 48 uDCD, 43 underwent kidney biopsies (so called D0) before
organ donation. Thereafter, 20 patients underwent kidney graft biopsy between 15 and 30 days (D15-30)
post-transplantation for delayed graft function, 28 at 3 months (M3) and at 12 months (M12) for routine evalu-
ation. Socio-demographic and dlinical data were not significantly different between the patients who underwent
biopsies at D15-30, M3 and M12. Histological features of biopsies are summarized in Table 2. Acute tubular
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Figure 1. Quantification of interstitial fibrosis by image analysis: validation and reliability tests of the
morphometric quantification of IF (mIF). (A) Morphometric analysis. Renal biopsy sections stained with
Sirius red were captured by a ScanScope Aperio scanner (CS), using 20X objective. For each biopsy, the
cortical section was manually selected. Glomeruli and medium-sized arteries were deleted by the operator.
The red positive area was expressed as a percentage of the entire cortical kidney section using a computer-
based morphometric analysis software (Calopix, Tribvn, Montrouge, France). (B) The value of inter-operator
intraclass correlation coefficient (ICC) using mIF was 0.75 with its 95% confidence interval (95% CI) equal

t0 [0.67-0.81] (p < 10~?) (n=151). (C) The value of intra-observer ICC of mIF was 0.88 with 95% CI of
[0.72-0.95] (p < 10-3) (21 consecutive graft biopsies were analyzed again 6 months later). (D) The value of inter-
operator ICC using Banff criteria was 0.78 with 95% CI of [0.70-0.84] (p < 10~°) (n=151). (E) mIF according
to Banff ci. Pearson correlation between mIF and Banff ci was 0.62 with 95% CI of [0.51-0.71] (p < 10-2).
Abbreviations: ci = interstitial cortical fibrosis; mIF, morphometric interstitial fibrosis; sd, standard deviation.
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Age (years)* 39.7+8.5
Sex: male [n(%)]/female [n(%)] 39(819)/9(19%)
BMI (kg/m?)* 26.0+£4.5
Smoke history [n(%)] 28(58%)
Diabete mellitus [n(%)] 0(0%)
High blood pressure [n(%)] 0(%)
Dyslipidemia [n(%)] 3(6%)
No flow time (min)* 69+8.0
) Low flow time (min)* 138.7+14.4
Ischemic times -
Total warm ischemic time (min)* 1459+15.2
In situ cold perfusion time (min)* 148.7 £54.1
Recipients characteristics (n = 66)
Age (years)* 447+9.8

Sex: male [n(%)]/female [n(%)]

52(79%) / 14(21%)

Nephroangiosclerosis [n(%)] 16(24%)
Diabetes mellitus [n(%)] 3(5%)
Glomerulopathies [n(%)] 16(24%)
ESRD cause Tubulo-interstitial nephritis [n(%)] 4(6%)
Polycystic kidney disease [n(%)] 6(9%)
Malformative uropathies [n(%)] 4(6%)
Unknown [n(%)] 17(26%)
Dialysis duration (months)** 3224288
PRA < 10% [n(%)] 66(100%)
Graft characteristics (n =66)
HLA mismatches (A +B +DR)* 45+14
Machine perfusion [n(%)] 66(100%)
Re lifeport at 30 min 0.21+0.07
Cold ischemic time (hours)* 162+3.7
Clinical outcome (n=66)
Delayed graft function [n(%)] 54(82%)
Time before graft recovery (days)** 226+9.8
Biopsy-proven acute rejection [n(%)] 8(12%)

Table 1. Characteristics of donors, recipients and grafts. Abbreviations: ESRD, End-stage renal disease; HLA,
Human Leukocytes Antibodies; PRA, panel reactive antibodies. *Numeric data are expressed by mean +
standard deviation. *Preemptive transplantation: n= 3. "Non-primary graft function: n=2.

injury significantly decreased from D0 to D15-D30 (63% = 28% versus 47% = 22%, p=0.036), then to M3
(9% =+ 11%, p < 10-3) and M12 (4% =+ 6%, p=0.016). Conversely, chronic lesions, especially interstitial fibro-
sis and tubular atrophy, significantly increased over time. According to the Banff staging system, interstitial
fibrosis remained unchanged from D0 to D15/30 (0.6 0.5 at D0, 0.7 £ 0.6 at D15/30), increased from DO to
M3 (0.6 0.5 versus 1.5 +0.8, p < 10~?) and remained stable between M3 and M12 (1.7+ 0.9 versus 1.5 £0.8,
p=0.37) (Fig. 2A).

mIF significantly increased after the transplantation and correlated with clinical outcome.
Image analysis IF was 8.4% =+ 3.8% at D0, 10.0% = 3.9% at D15-D30, 13.6% =+ 6.7% at M3 and 15.9% = 5.2% at
M12 (Fig. 2B). Increase was significant from D0 to M3 (p < 10-?). Conversely to ci according to the Banff scoring
system, increase of mIF remained significant from M3 to M12 (p=0.021). Fibrosis tended to increase as early as
the first month after renal transplant (p =0.056). Most of the patients underwent more than one kidney biopsy.
Among them, seven patients underwent early kidney graft biopsy between D7 and D30 and protocol biopsies
at M3 and at M12 (Supplemental Fig. 2). In these paired cases, mIF significantly increased from first month to
M3 (respectively 7.8% == 1.8% and 11.4% =+ 2.7%, p < 0.01) then from M3 to M12 (respectively 11.4% + 2.7%
and 17.7 +4.8%, p=0.02). In these cases, Banff classification failed to demonstrate early increase of ci from first
month to M3 (respectively 0.88+0.35 and 1.340.46, p=0.08).

Baseline characteristics of uDCD (sex, age), tWIT and cold ischemia were not associated with mIF at any time.
mIF at M12 (R*=0.29, p=0.005) but not at D0, D15-30 and M3 correlated with mean time to renal graft func-
tion recovery. In addition, mIF at M12 correlated with increase of creatininemia at M12 (R*=0.32, p=0.013) and
at last follow-up (R*=0.29, p =0.005). We found the same correlation using the Banff scoring system, however,
whereas there was no correlation between ci according to the Banff scoring system at M3 and creatininemia at
M12 (R*=0.15, p=0.18), mIF at M3 tended to be associated with increase of creatininemia at M12 (R*=0.31,
p=0.057).
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7 Acute lesions:

Glomerulitis « g » 0+0 0.2+04 0.08+0.3 0.07+0.3 0.12
Peritubular capillaritis « ptc » 0+0 0.1+£03 0.08+0.3 0.04+0.2 0.41
Interstitial inflammation « i» 0+0 0.2+07 0.3+05 0.07+0.3 0.01
Total inflammation « ti » 0.1+0.3 02+£07 0.6+0.8 0.8+:08 <0.001
Tubulitis « t» 0+0 02+£07 02+04 0.1+04 0.03
Intimal arteritis « v» 0+0 0+0 0.04£02 0.04+02 0.54
Acute tubular injury (%) 6328 47+£22 9+11 4+6 <0.05
Chronic lesions:

Sclerotic glomeruli 35+£5.1 2.0+35 4.4+6.7 9.0+ 14.0 0.11
Allograft glomerulopathy « cg » 0+0 0+0 00 0.04+0.2 0.37
Mesangial matrix increase « mm » 0+0 0+0 0.1£03 0.2£05 0.01
Interstitial fibrosis « ci » 0.6+0.5 0.7+£0.6 1.5+08 L.7+£09 <0.001
Tubular atrophy « ct » 02+05 0.4+05 1.2+08 1.5£09 <0.001
Vascular fibrous intimal thickening «cv » 03+05 0.84+09 L0+ 11 0.7£09 <0.01
Arteriolar hyaline thickening «ah » 03+05 02404 0.4+06 0.4£06 049
C4d (immunofluorescence):

Negative (0 or minimal 1) 37/37(100%)* | 15/17(88%)° 24/25(96%)° 25/26(96%)° 0.22
Positive (focal 2 or diffuse 3) 0/37(0%)* 2/17(12%)° 1/25(4%)° 1/26(4%)" 0.22
Rejection:

Antibody-mediated rejection (n) NA 2 1¢ 1¢

Borderline rejection (n) NA 0 4 3

T-cell-mediated rejection (n) NA 1f 0 15

Otherlesions:

Table 2. Histological features of renal biopsies at D0, D15-D30, M3 and M12. Digital data are means +
standard deviation. “NA = 6. "NA = 3. ‘NA =2. ‘Antibody-mediated rejection included: 1 acute antibody-
mediated rejection, and 1 “suspicious” for acute antibody-mediated rejection. “acute antibody-mediated
rejection. ‘grade Ib. échronic T-cell mediated rejection.

Discussion
The aim of this study was to precisely describe the evolution of IF after renal transplantation with uDCD, usinga
new computerized image analysis method. Indeed, IF is one of the most prominent pathological lesions of CAD
and correlated with renal graft prognosis’-** but the currently used Banff classification is a semi-quantitative
system which prevents precise description of IF evolution and may not be sensitive enough in early stages. Slight
but significant increase of IF on renal graft may be missed. Grimm ef al. demonstrated that a precise quantifica-
tion of IF by computerized image analysis provides a better surrogate marker for time to graft failure than any
combination of chronic lesion scoring using the Banff schema?®*. Moreover, some studies also exhibited a wide
inter-observer variation in the IF assessment according to the Banff classification’®*”. The morphometric analysis
we developed exhibited high inter-observer and intra-observer reproducibility, with ICC [95% IC] of respectively
0.79 [0.74-0.83] and 0.88 [0.72-0.95]. A variety of techniques have been used to measure renal fibrosis, each
with its own advantages and disadvantages. We decided to assess IF with unpolarized Sirius red staining, firstly
because Sirius red staining is commonly used in pathological laboratories since the 1980s*, especially to assess
liver fibrosis*'~*, secondly because to its high specificity for collagen fibers and its previously demonstrated supe-
riority compared to polarized Sirius Red and trichrome staining*®~*’. Indeed, IF is typically considered to be an
excess accumulation of fibrillary collagen. Types I and III collagen represent almost all collagens synthetized by
fibroblasts and often predominate in fibrotic scars. Sirius red dye molecules intercalate into the tertiary groove
in the structure of types I and III collagen and are strongly birefringent when observed under polarized light.
Polarized Sirius Red analysis exhibited good results in IF assessment*****° but it requires individual fields to be
photographed in polarized light and analyzed or cost-expensive whole slide scanners capable of polarized light.
Similarly, trichrome staining, that is commonly used to the visual assessment of collagen content in the interstit-
ium, hasalso be used to quantify IF by image analysis, with good results™"**. However, studies demonstrated than
unpolarized Sirius Red had not only the best correlation with estimated glomerular filtration rate (GFR)*"*f com-
pared to polarized Sirius Red and trichrome staining, but also significant correlation with the decrease of GFR*.
In our uDCD cohort, both mIF and ci according to the Banff classification significantly increased the first
three months after renal transplantation From M3 to M12, mIF significantly increased whereas Banff classifica-
tion failed to highlight increase of ci. Then, mIF may be more accurate than semiquantitative Banff evaluation
to identify the effects of antifibrotic therapeutic interventions. Morphometric IF tended to increase in the first
month after renal transplantation but without reaching significance, due to the limited size of sample, graft biop-
sies being not systematically performed during the first month. However, this early and sensitive quantification
of IF may be a very valuable surrogate marker to study therapeutic intervention aiming the early development if
CAD in kidney transplantation. Moreover, whereas increase of creatininemia at M12 was not associated with ci
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Figure 2. Interstitial fibrosis (IF) significantly increased after renal graft transplantation. (A) According to the
Banff criteria, ci remained unchanged from DO to D15/30, increased from D0 to M3 (p < 10~*) and remained
stable between M3 and M12 (p=0.37). (B) Using morphometry analysis, mIF tended to increase as early as the
first month after renal transplant (p =0.056), increase was significant from D0 to M3 (p < 10~*) and remained
significant from M3 to M12 (p=0.021). Abbreviations: ci = interstitial cortical fibrosis; mIF, morphometric
interstitial fibrosis; sd, standard deviation; tx, renal transplantation; *p < 0,05; ***p< 10-3. Figure was
performed using R software®.

according to the Banff scoring system at M3, it tended to be associated with mIF at M3, suggesting usefulness of
a more sensitive quantification analysis.

In our study, mIF at M12 was significantly associated with increase of creatininemia at M12 and at last
follow-up, which confirms the need for a precise assessment of IE.

IF, which corresponds to the replacement of renal functional tissue by ECM, is not only a major concern after
kidney transplantation, but also during CKD in native kidneys. Indeed, renal fibrosis still represents the final
target to treat CKD®. Surprisingly, few studies have focused on morphometric quantification of IF on native
kidneys****. Hunter et al.** demonstrated than high collagen matrix index and fibrillary collagen index, both
assessed by quantitative morphometry after Sirius Red staining, predicted relapse and progression to ESRD dur-
ing lupus nephritis. Similarly, Gibyeli Genek et al. performed a quantitative evaluation of IF with Sirius Red in
IgA nephritis and highlighted that such evaluation might serve as an effective novel method to determine the
prognosis in IgA nephritis.

To conclude, the new morphometric image analysis method we developed, using a routine and cheap staining,
may provide valuable tool to assess IF during chronic allograft dysfunction and thus to evaluate new sources of
grafts. The use of this method to describe CKD on native kidney should also be evaluated.

Methods

Patients. After institutional review board, we retrospectively included all the 66 patients who received a kid-
ney graft from uDCD between 2007 and 2012 in Bicétre hospital. Kidney donation followed the 2008 Declaration
of Istanbul principles and the French Agence Nationale de la Biomédecine regulation. Research was approved by
the committee of the Centre de Ressources Biologiques (CRB, Paris Sud University). Informed written consent
was given by all the patients for the scientific use of the graft biopsies in the CRB, Paris Sud University. All proce-
dures and the use of tissues were performed in accordance with the Declaration of Helsinki principles. Clinical
reports and biological data were collected from the associated clinical database.

Histological review of kidney graft biopsies. A total of 166 kidney graft biopsies was performed in the
66 patients. The biopsies were processed for routine light microscopy, as we previously described™. Biopsy sam-
ples were fixed in formalin, acetic acid and alcohol (AFA), paraffin-embedded and sliced 2.5 pum thick. Slides were
stained with HES (hematoxylin, eosin and saffron), Masson’s trichrome (3 sections), periodic acid Schiff, Jones
methenamine silver and Sirius red. Third Masson’s trichrome and Sirius red staining were consecutive. Kidney
graft biopsies were reviewed independently by 2 pathologists (CP and SF) for histological features according to
Banff recommendations® in a blind manner from clinical data. Immunostaining for C4d was performed using a
rabbit monoclonal A24-T anti-human C4d antibody (DB Biotech, Kosice, Slovak Republic; dilution 1/100) and
a Leica BOND-MAX™ autostainer (Leica Biosystems Newcastle Ltd, UK). Epitope retrieval was achieved using
the ready-to-use Bond Epitope Retrieval Solution 1 (Leica Biosystems Newcastle Ltd, UK) after 30 min heating.
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Quantification of interstitial fibrosis by image analysis. Renal biopsy sections sliced 2.5 um sliced
and stained with Sirius red were digitalized by a ScanScope Aperio scanner (CS), using 20X objective. For each
biopsy, the cortical section, defined as the part inside the renal capsule and outside the medulla, was manually
selected on digital slides. Glomeruli and medium-sized arteries were deleted by the operator.

Renal-cortex fibrosis was quantified using a computer-based morphometric analysis software (Calopix, Tribvn
Healthcare, Chatillon France) as previously published**’. Briefly, the operator manually selects internal Sirius
Red negative areas and positive areas and next runs the software that show the final selection of the Red area. The
internal negative control step allows the comparison of slides that are sequentially stained in various batches of
Sirius Red since staining usually may vary. Finally, the result was expressed as a percentage of the red positive area
on the total cortical surface. Morphometric analyses were performed twice for each biopsy in an independant
manner by two pathologists (CP and SF) who had no knowledge of the clinical data.

Statistical analyzes. Descriptive statistical methods (means, medians, standard deviations and ranges) were
used to assess the distributions of variables. Wilcoxon rank sum and f tests for continuous variables, Fisher’s exact
and chi-squared tests for categorical variables were performed. The intraclass correlation coefficient (ICC) with
its 95% CI was used to study the reproducibility of morphometric IF (mIF) measures. Correlations between quan-
titative variables were assessed with Pearson product-moment correlation coefficient. For all analyses, a p value
<0.05 was regarded as significant. Analyses were performed using R software (version 3.2.0)***°, InStat 3 software
(GraphPad Software, San Diego, CA) and Prism 4 (GraphPad Software).

Data availability
The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the corresponding
author on reasonable request.
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1.3 — Discussion

La fonction rénale et la progression de la MRC sont étroitement corrélées a I’importance de la
FI (Choi et al., 2005; Cosio et al., 2005; Farris et al., 2011; Grimm et al., 1999; Risdon et al.,
1968; Schainuck et al., 1970; Working Group of the International IgA Nephropathy Network
and the Renal Pathology Society et al., 2009). La quantification précise de la FI est donc
indispensable pour préciser le pronostic de la MRC, guider la thérapeutique et évaluer 1I’impact
des thérapeutiques proposées. La lecture conventionnelle en microscopie optique manque de
reproductibilité (Furness et al., 2001; Marcussen et al., 1995; Rowshani et al., 2006; Seron et
al., 2002), en particulier aux stades précoces de la FI. Nous avons développé une nouvelle
technique morphométrique d’analyse informatisée de la fibrose rénale (mIF) apres coloration
par le rouge Sirius. Nous avons mis en évidence une grande reproductibilité de cette technique
avec des index de corrélation intra-classe intra-observateur et inter-observateur respectivement
a0,88 [0,72-0,95] et 0,79 [0,74-0,83].

Le rouge Sirius est une coloration simple utilisée en pratique quotidienne sur lames de tissu fixé
déparaffiné dans les laboratoires d’anatomie pathologique (Junqueira et al., 1979), notamment
pour évaluer la fibrose hépatique (Calvaruso et al., 2009; Huang et al., 2013; Lopez-De Leon
& Rojkind, 1985; Manabe et al., 1993; Moragas et al., 1992). En effet, les molécules du colorant
s’intercalent dans la structure tertiaire des fibres de collagéne I et III, composants majoritaires
de la MEC et par suite de la FI. Elles sont fortement biréfringentes en lumiére polarisée. Bien
qu’utile pour quantifier la FI, I’analyse informatique de lames polarisées reste néanmoins un
processus contraignant, colteux et chronophage (Grimm et al., 2003; Street et al., 2014; Sund
et al., 2004). En I’absence de scanners de lames polarisées faciles d’acces et disponibles, elle
suppose la photographie de champs individuels contigus. Plus récemment, des études ont
démontré que le rouge Sirius non polarisé présente non seulement la meilleure corrélation avec

le DFG estimé par rapport au rouge Sirius polarisé et a la coloration trichrome (Diaz
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Encarnacion et al., 2004; Farris et al., 2011), mais également une corrélation significative avec
la diminution du DFG (Pape et al., 2003).

Nous avons appliqué notre technique morphométrique d’analyse informatisée de la fibrose
rénale apres coloration par le rouge Sirius, sans polarisation, a une cohorte de patients ayant
recu un greffon rénal DDAC Maastricht Il. La pratique de biopsies systematiques de dépistages
aprés la greffe dans notre centre permettait en effet une évaluation longitudinale du
développement de la FI. L’évaluation conventionnelle de la FI en transplantation rénale repose
sur I’index semi-quantitatif ci du score de Banff : ciO, FI intéressant moins de 5% du cortex
rénal ; cil, FI intéressant 6 a 25% du cortex rénal (FI 1égére) ; ci2, FI intéressant 26 a 50% du
cortex rénal (FI modérée) et ci3, FI intéressant plus de 50% du cortex rénal (FI sévére)
(Roufosse et al., 2018).

Dans notre cohorte de patients DDAC Maastricht I, tant la mIF que le ci augmentaient
significativement au cours des trois premiers mois suivant la greffe : le ci augmentait de 0,6 +
0,5a21,5+0,8 (p <103 et lamlF de 8,4% * 3,8% a 13,6% * 6,7% (p < 10%). De M3 a M12,
la mIF était plus sensible que le ci : elle augmentait significativement de 13,6% * 6,7% a 15,9%
+5,2% (p=0,02), ce qui n’était pas le cas du ci (1,5 £ 0,8 a M3 versus 1,7 £ 0,9 a M12, p=0,37).
La mIF est donc plus sensible que le score semi-quantitatif de Banff pour évaluer la progression
précoce de la fibrose rénale et I’'impact d’interventions thérapeutiques. De plus, nous avons
observé une tendance a I’augmentation de la mIF dés le premier mois post-greffe (10% + 3,9%
a J15-J30 versus 8,4% * 3,8% a JO, p=0,056). L’effectif était probablement insuffisant (n=20)
pour atteindre un seuil significatif. De facon intéressante, la mIF était également corrélée au
devenir clinique des patients. En effet, la mIF a M12 était significativement associée a
I’augmentation de la créatininémie a M12 (R2 =0.32, p = 0.013) et au dernier suivi (R? = 0.29,

p = 0.005).
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La methode informatique d’analyse d’image aprés coloration par le rouge Sirius sans
polarisation que nous avons développée est donc tout a la fois suffisamment robuste et sensible
pour mettre en évidence des augmentations précoces de la FI, mais egalement relativement
simple a mettre en ceuvre au plan technique. Cette méme technique a été utilisée dans un modele
expérimental murin d’UUO par Lecru et al. (2015). Nous I’avons également utilisée dans le

travail suivant ou nous cherchons a corréler 1’expression rénale de CB1R et la FI chez I’homme.
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2 — Le récepteur cannabinoide de type 1 est impliqué dans la fibrose rénale

au cours de la dysfonction chronique de I’allogreffe

2.1 — Introduction

La transplantation rénale est la thérapeutique de choix de I’'IRT, aussi bien en termes de survie
et de qualité de vie qu’en terme de cot. Elle est cependant associée de fagon inéluctable & une
perte progressive de la fonction du greffon rénal, appelée dysfonction chronique de I’allogreffe
(DCA) (Haas, 2014). La DCA reste la premicre cause de perte du greffon a I’heure actuelle
(Cosio et al., 2016; Haas, 2014; Hart et al., 2017; Lamb et al., 2011; Stegall et al., 2017).
Indépendamment de sa cause, qui peut étre d’origine immunologique ou non, la DCA
correspond au remodelage progressif du tissu rénal fonctionnel qui est remplacé par des
protéines de la MEC, principalement du collagene (Heemann & Lutz, 2013; Maluf et al., 2014;
Pascual et al., 2012; Racusen & Regele, 2010; Venner et al., 2016). Les principales lésions
anatomopathologiques observées au cours de la DCA sont des Iésions de fibrose interstitielle et
d’atrophie tubulaire (FI/AT). S’y associent des 1ésions de glomérulosclérose et d’hyperplasie
vasculaire intimale. Le tissu rénal non fonctionnel aboutit a la perte de fonction du greffon rénal
(Roufosse et al., 2018). La FI/AT s’installe précocement, dés les premiers mois suivant la
greffe. L’objectif du travail présenté ci-apres est de déterminer dans quelle mesure CB1R est
impliqué dans la progression de la fibrose rénale au cours de la DCA. Dans la premiere partie
du travail, nous avons quantifi¢ I’expression de CB1R par IHC avec le logiciel d’analyse
d’image mis au point précédemment (Dao et al., 2020). Nous avons corrélé 1’expression de
CB1R avec la mlIF, le score de Banff et les données cliniques. Dans la seconde partie du travail,
nous avons développé un modéle in vitro de fibrogenése induite par le tacrolimus dans des
cellules tubulaires proximales humaines et murines. Ce modéle nous a permis d’évaluer 1’effet

du rimonabant sur la synthése de collagene.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Chronic allograft dysfunction (CAD), defined as the replacement of functional renal
tissue by extracellular matrix proteins, remains the first cause of graft loss. The aim
of our study was to explore the potential role of the cannabinoid receptor 1 (CB1)
during CAD. We retrospectively quantified CB1 expression and correlated it with
renal fibrosis in 26 kidney-transplanted patients who underwent serial routine kid-
ney biopsies. Whereas CB1 expression was low in normal kidney grafts, it was highly
expressed during CAD, especially in tubular cells. CB1 expression significantly in-
creased early on after transplantation, from day O (DO) to month 3 post-transplant
(M3) (22.5% + 15.4% vs 33.4% + 13.8%, P < .01), and it remained stable thereafter.
CB1 expression correlated with renal fibrosis at M3 (P = .04). In an in vitro model of
tacrolimus-mediated fibrogenesis by tubular cells, we found that tacrolimus treat-
ment significantly induced mRNA and protein expression of CB1 concomitantly to
col3al and col4a3 up regulation. Administration of rimonabant, a CB1 antagonist,
blunted collagen synthesis by tubular cells (P < .05). Overall, our study strongly sug-
gests an involvement of the cannabinoid system in the progression of fibrosis during
CAD and indicates the therapeutic potential of CB1 antagonists in this pathology.

KEYWORDS
cannabinoid receptor 1, chronic allograft dysfunction, renal fibrosis, renal transplantation

Because this process is multifactorial and complex, there is still to
date no efficient treatment of CAD.>” CAD is a multifactorial pro-

The progressive and inevitable impairment of renal graft function,
called chronic allograft dysfunction (CAD), remains the first cause of
graft loss.* CAD corresponds to the replacement of functional renal
tissue by extracellular matrix (ECM) proteins, mainly collagens, lead-
ing to both interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA). Other his-
tological damages include glomerulosclerosis, splitting of glomerular
capillary basement membranes and vascular intimal hyperplasia.?

cess in which a lot of immunological and non-immunological causes
are involved,*” related to donor,?? recipient, organ conservation and
transfer,’® surgery, rejection, recurrence of primary renal diseases...
Antibody-mediated rejection has recently emerged as one of the
major cause of CAD.”***2 Calcineurin inhibitor (CNI) nephrotoxicity
has been considered for a long time as the most prominent cause
of renal allograft failure, but its role may have been overstated.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium,

provided the original work is properly cited.
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However, CNI toxicity is well demonstrated in other organ recipients
and in native kidneys.**>* In the specific case of renal transplanta-
tion, CNI nephrotoxicity can produce renal fibrosis but progression
to graft failure from CNI nephrotoxicity alone is uncommon.”**
However, renal fibrogenesis leading to IF/TA during CAD resembles
what is seen during chronic kidney disease (CKD) in native kidneys.
Therefore, a better understanding of renal fibrogenesis during CAD
is an essential therapeutic approach.*”

We and others have recently showed the potential role of the en-
docannabinoid system, and especially of the cannabinoid receptors
1and 2 (CB1, CB2) inrenal metabolic and non-metabolic disease.*®24
CB1isbestknown tobe involved in the regulation of behaviourin the
central nervous system and in metabolic pathways in peripheral tis-

sues 2227 whereas CB2 is mainly expressed in the inmune system.?®

182930 e pre-

Whereas expression of CB1 is low in normal kidneys,
viously found that its expression is increased in IgA nephropathy,
acute interstitial nephritis and diabetic nephropathy.*® Experimental
studies in animals showed that in injured kidneys, CB1 is expressed
in various structures in glomeruli,"®2*3! especially in podocytes
and mesangial cells, in the tubules,*®32 in the interstitium*® and in
vessels.’® Recent studies found that CB1 is involved in the devel-
opment of renal disease during diabetes and/or obesity,}*2*24 both
by its role on metabolism and through a direct action in podocytes
and tubules. Our group previously demonstrated for the first time
an anti-fibrotic role of CB1 blockade in non-metabolic experimen-
tal renal fibrosis in mice in the unilateral ureteral obstruction (UUO)
model *® In this model, both the pharmacological blockade and the
genetic disruption of CB1 profoundly reduced the development of
renal fibrosis. This effect was mainly due to a direct paracrine/au-
tocrine role of CB1 in myofibroblasts, which are the final effector
cells in renal fibrogenesis. We found that upon TGFp stimulation,
renal myofibroblasts expressed CB1 and secreted endocannabinoid
ligands, whereas CB1 blockade reduced collagen synthesis. These
results suggest that the CB1 pathway may be a major target against
the development of renal fibrosis in various types of renal injury.®?

The aim of the present study was to examine whether the ac-
tivation of the CB1 receptor is involved in the progression of renal
fibrosis during CAD. In the first part of our work, we quantified CB1
expression by immunohistochemistry (IHC) and a morphometry
software, and we correlated it with renal fibrosis, Banff scoring and
clinical data. In the second part, we studied the in vitro expression
of CB1 after tubular injury induced by tacrolimus and the effects
of rimonabant, a CB1 antagonist, in tacrolimus-induced fibrogenesis,
which we used as an in vitro model of CAD.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Patients and kidney graft biopsies

We retrospectively included all kidney-transplanted patients in
Bicétre hospital who received a kidney graft in 2012 and 2013 and
who underwent a routine kidney graft biopsy at day 0 (DO), month
3 (M3) and month 12 (M12). Kidney donation followed the 2008

Declaration of Istanbul principles and the French Agence Nationale
de la Biomedecine regulation. Informed written consent was given by
the patients for the use of part of the biopsy for scientific purposes.
All procedures and the use of tissues were performed in accordance
with the Declaration of Helsinki principles. We reviewed clinical re-
ports from the 26 patients. Biological tests were performed on blood
samples harvested concurrently with the kidney allograft biopsy.
Kidney graft biopsies were processed for routine light microscopy.
Biopsy samples were fixed in formalin, acetic acid and alcohol (FAA)
and sliced 3 um thick. The slides were stained with Masson's tri-
chrome, haematoxylin, eosin and saffron (HES), periodic acid Schiff
and Jones methenamine silver stains. Biopsies were reviewed for
histological features according to 2018 Banff recommendations.?
Semi-quantitative scoring for acute and chronic lesions (glomerulitis,
peritubular capillaritis, interstitial inflammation, total inflammation,
tubulitis, intimal arteritis, allograft glomerulopathy, mesangial matrix
increase, interstitial fibrosis, tubular atrophy, vascular fibrous intimal
thickening and arteriolar hyaline thickening) and C4d immunostain-
ing provided the morphologic basis for main diagnosis classifica-
tion: normal biopsy or nonspecific changes (after exclusion of any
diagnosis from the Banff Diagnostic Categories), antibody-mediated
changes, suspicious (borderline) for acute T cell-mediated rejection,
T cell-mediated rejection, IF/TA, other changes not considered to be
caused by acute or chronic rejection (such as BK-virus nephropathy,
CNI toxicity, acute tubular injury, recurrent disease, de novo glomer-
ulopathy other than transplant glomerulopathy...).2

2.2 | Histopathological analysis of renal fibrosis

Interstitial fibrosis (ci) and tubular atrophy (ct) were separately as-
sessed using the Banff classification: respectively ciO = interstitial fi-
brosis in up to 5% of cortical area; cil = interstitial fibrosis in 6 to 25%
of cortical area (mild interstitial fibrosis); ci2 = interstitial fibrosis in
26 to 50% of cortical area (moderate interstitial fibrosis); ci3 = inter-
stitial fibrosis >50% of cortical area (severe interstitial fibrosis) and
ctO = no tubular atrophy; ct1 = tubular atrophy in up to 25% of the
area of cortical tubules; ct2 = tubular atrophy involving 26 to 50% of
the area of cortical tubules; ct3 = tubular atrophy in >50% of the area
of cortical tubules. Taking together, ci and ct allowed to semi-quan-
titatively grade IF/TA according to Banff classification: grade I, mild
(ci1 or ct1); grade I, moderate (ci2 or ct2); and grade I, severe (ci3
or ct3).% To improve accuracy of interstitial fibrosis evaluation, renal
biopsy sections (3 um) were stained with Sirius red. Sirius red spe-
cifically stains collagen fibres. Renal cortex fibrosis was quantified
using a computer-based morphogenic analysis software (Calopix,
Tribvn, Montrouge, France). The red positive area was expressed as
a percentage of the entire cortical kidney section.

2.3 | Cannabinoid receptor 1
immunohistochemical staining

Cannabinoid receptor 1 immunohistochemical staining was per-
formed using rabbit polyclonal anti-CB1 antibody (Abcam; dilution
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1/100). Epitope retrieval was achieved using heat-mediated retrieval
method in citrate buffer (10 mmol/L Sodium Citrate, 0.05% Tween
20, pH 6.0). Endogenous peroxidase activity was blocked by 0.3% hy-
drogen peroxide in methanol for 10 minutes. Primary CB1 antibody
was incubated for 2h at room temperature. Horseradish peroxidase
(HRP) secondary antibody was applied for 1h at room temperature.
Staining was revealed by applying a 3'-diaminobenzidine (DAB) kit
(DakoCytomation). Appropriate positive and negative controls were
run concurrently. Morphometric analyses and quantification were
quantified using computer-based morphogenic analysis software
(Calopix, Tribvn,). The brown positive area was expressed as a per-
centage of the entire cortical kidney section.

2.4 | Cell cultures and treatments

Human proximal tubule epithelial cells (HK-2) from American Type
Culture Collection (ATCC) were cultured in Quantum 286 (Medium
for epithelial cells, PAA, France) supplemented with 1% (v/v) penicil-
lin/streptomycin, at 37°C in 95% air-5% CO2. The cells were sub-
cultured at 80% confluence using 0.05% trypsin with 0.02% EDTA.
Cells were used between passages 15 to 17. Murine proximal tubular
epithelial cells (mPTEC) were isolated and cultured from C57/BLé
mice, as previously described.®* Cells were used between passages
5to9.

Tacrolimus was preserved as a stock solution (PROGRAF 5 mg/
mL, Astellas). Working solution was prepared by extemporaneous
mixture of stock solution in 100% ethanol. Rimonabant (Sanofi-
Aventis R&D) was preserved as a stock solution (10 mmol/L).
Working solution was prepared by extemporaneous mixture of stock
solution in DMSO.

2.5 | Real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

RNA was extracted from cells cultures using EZ-10 Spin Column
Total RNA Mini-preps Super Kit (Bio Basic Inc) according to the
manufacturer's instructions. RNA concentration was measured
by NanoDrop1000 spectrophotometer (Thermo Scientific). cDNA
was synthesized using Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo scientific), and PCR was performed using SYBR green and
specific primers (Table 1) on a Light Cycler 480 (Roche). Expression
levels were normalized to the house-keeping gene GAPDH using
Lightcycler advanced relative quantification programme (Roche).

2.6 | Western blotting

Cells were lysed in PhosphoP38 buffer containing protease inhibi-
tors (Roche, Mannheim, Germany) and quantified by Bradford's
method. Proteins were separated in a 7% SDS-PAGE gel and trans-
ferred to a polyvinylidene fluoride membrane. Immunoblotting was
performed using arabbit anti CB1 (Abcam) diluted 1:800 or a rabbit
beta-actin diluted 1:5000 for loading control. The membranes were
then probed with a HRP-conjugated secondary antibody diluted
1:5,000 (Amersham), and the bands were detected by enhanced

TABLE 1 Primers (Eurogentec) used for RT-qPCR

mRNA Strand Sequence

cnrl Sense 5-GGGCAAATTTCCTTGTAGCA-3'
Antisense 5-GGCTCAACGTGACTGAGAAA-3’

col3al Sense 5'-TCCCCTGGAATCTGTGAATC-3'
Antisense 5'-TGAGTCGAATTGGGGAGAAT-3'

col4a3 Sense 5-CACGGGTTCCAAAGGTGTAA-3'
Antisense 5'-AGTCCGTAAGGCCCGGTAT-3'

gapdh Sense 5-AGCTTGTCATCAACGGGAAG-3'
Antisense 5-TTTGATGTTAGTGGGGTCTCG-3'

chemiluminescence using ECL Plus (Amersham). A PXi (Syngen) im-
aging system was used to reveal bands, and densitometric analysis
was used for quantification. Membranes were then incubated with
anti-rabbit antibody conjugated to HRP (Millipore), and proteins
were visualized by the addition of chemiluminescent HRP substrate
(Immobilon Western, Millipore).

2.7 | Siriusred collagen assay

Total collagen content in the culture cell supernatant was quanti-
fied using the Sirius red collagen detection kit (Chondrex) according
to the manufacturer's instructions. Each supernatant was diluted in
1:2.5in 0.05 mol/L. Optical density was read at 530 nm against the
reagent blank using a spectrophotometer (Xenius, SAFAS, Monaco).

2.8 | Statistical analyses

Descriptive statistical methods (means, medians, standard de-
viations and ranges) were used to assess the distributions of vari-
ables. Associations between categorical variables were assessed
with Fisher's exact test (2 groups) or chi-square test (3 groups).
Associations between quantitative variables were assessed with
Mann-Whitney test (2 groups) or Kruskal-Wallis test (3 groups).
Correlations between quantitative variables were assessed with
Pearson product-moment correlation coefficient. For all analyses, a
P value <.05 was regarded as significant. Analyses were performed
using the R software (version 3.2.0) and GraphPad 5.0.%°

3 | RESULTS

3.1 | Patients

We selected patients transplanted in Bicétre hospital between
2012 and 2013 who underwent a routine kidney biopsy at DO,
M3 and M12. We included 26 patients in our study. The patients
included 11 females and 15 males. The mean age at the time of
kidney transplantation was 54 + 13 years. The indications for kid-
ney transplantation were hypertensive nephrosclerosis and/or
diabetic nephropathy (n = 8), other glomerulopathies (n = 4), tu-
bulointerstitial nephritis (n = 3), uropathy (n = 3) and autosomal
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TABLE 2 Histological features of renal biopsies at DO, M3 and M12
DO (n = 26) M3 (n = 26) M12 (n = 26) P
Specimen adequacy according to the Banff recommendations
Adequate samples (n) 19 15 9 .019
Limit samples (n) 6 7 11 .28
Inadequate samples (n) A 6 A3
Acute lesions
Glomerulitis «g» NA 0.31+£0.55 00 <.01
Peritubular capillaritis «ptc» NA 0.15+0.37 0.083+041 .23
Interstitial inflammation «i» NA 0.042 £0.20 0.087 £0.29 .55
Total inflammation «ti» NA 0.38+0.74 0.5+0.72 41
Tubulitis «t» NA 0.08 £0.28 04+0.71 .059
Intimal arteritis «v» NA 00 00 NA
Acute tubular necrosis 85% (n= 22) 19% (n= 5) 19% (n = 5) <.01
Chronic lesions
Sclerotic glomeruli 10.3% + 11.3% 9.1% + 11.6% 139% £ 13.7% 42
Allograft glomerulopathy «cg» 00 0.08 £0.28 0.042 £0.20 A5
Mesangial matrix increase «mm» 0.12 +0.59 042 +£0.86 0.42 +0.88 077
Interstitial fibrosis «ci» 0.64+0.7 1.08+0.93 1.33+0.96 .040
Tubular atrophy «ct» 04+0.71 0.81+£0.75 1.13+0.95 .083
Vascular fibrous intimal thickening «cv» 0.92 £0.89 0.76 £0.78 1.32+0.99 .62
Arteriolar hyaline thickening «ah» 0.56 £0.92 0.69 £ 0.84 0.8+091 .33
C4d (immunofluorescence)
Negative (O or minimal 1) NA 88% (22/25) 92% (22 /24) 1
Positive (focal 2 or diffuse 3) NA 12% (3/25) 8% (2/24) 1
Rejection
Antibody-mediated rejection NA 12%(n = 3)? 0 24
Borderline rejection NA 8% (n=2) 23% (n = 6) A3
T cell-mediated rejection NA 0 0 NA
Other pathologies 0 25 8¢

Note: Digital data are means * standard deviation.

#Antibody-mediated rejection included 1 acute antibody-mediated rejection, 1 chronic active antibody-mediated rejection and 1 ‘suspicious’ for acute

antibody-mediated rejection.

®Other pathologies were 1 diabetic glomerulonephritis and 1 recurrence of focal segmental glomerulosclerosis.

‘Other pathologies were 1 diabetic glomerulonephritis, 2 BK-polyomavirus-associated nephropathy, 1 de novo membranous glomerulonephritis, 2
focal segmental glomerulosclerosis (including 1 recurrence of original disease), 1 acute bacterial pyelonephritis and 1 thrombotic micro-angiopathy.

dominant polycystic kidney disease (n = 2). Nephropathy remained
undetermined in 3 patients. Patients received induction therapy
with anti-lymphocyte serum or basiliximab. They also received
mycophenolate mofetil, corticosteroids and tacrolimus per local
practice (mean through tacrolimus level at M3: 9.0 + 3.9 ng/mL
and at M12: 7.8 + 4.4 ng/mL). Four patients received belatacept in
place of calcineurin inhibitors. All patients received a kidney graft
from a deceased donor. Among the donors, 22 were brain-dead
donors (8 standard donors [SD] and 14 extended criteria donors
[ECDI) and 4 were cardiac-dead donors (CDD) deceased after un-
foreseeable irreversible circulatory arrest (Maastricht 2). Donor
age, history of diabetes or active smoking, use of catecholamines
and serum creatinine were similar among the different groups of
donors. As expected, vascular causes of deaths and prevalence of

high blood pressure were more frequent in brain-dead donors (re-
spectively, SD 75%, ECD 71% vs CDD 0%, P = .02 and SD 63%,
ECD 86% vs CDD 0%, P < .01).

3.2 | Histological features of renal biopsies at DO,
M3 and M12 and renal graft function

Histological features of the 78 renal biopsies, reviewed according to
the 2018 Banff recommendations, are summarized in Table 2. They
were similar by donor type (Table S1). In preimplantation biopsies,
IF/TA was absent or mild in 24/26 samples (92%), respectively 10/26
(38%), and 14/26 (54%) biopsies. Preimplantation biopsies also ex-
hibited mild to moderate lesions of arteriosclerosis (cvl or cv2, 62%)
and acute tubular necrosis (85%). The most relevant findings were a

85



DAO et aL 5
WILEY-L
A 50- B 50 - Cq 2004
Y . Vv 3 ™ As K= v
éw. 14 L‘o- A g vy LR
! = v o - ,E *
-Q 2 30 " AA s g T:’_
30 1 Al « © .
g g - : g g 1004 .. *
520 | Bl —=— " H : K-
@ o L) v P4
= 10 = 10 - o -
O 2 v %) - AA g
L L) T o L) - 0 L) L]
SD(n=8) CDD(n=3) ECD(n=14) grade 0 grade 1 <10% (n=8) >10% (n=18)
Donor type (n=11) — (n=12) CB1 expression

FIGURE 1 Cannabinoid receptor 1 expression on preimplantation biopsies was not associated with donor characteristics. A, CB1
expression was similar by donor type. B, CB1 expression was not associated by IF/TA on preimplantation biopsies. C, Donor creatininemia at
time of organ removal was not associated with CB1 expression. Abbreviations: CDD, cardiac death donor; ECD, extended criteria donor; IF/

TA, interstitial fibrosis and tubular atrophy; SD, standard donor

FIGURE 2 Cannabinoid receptor 1 expression in 3 mo biopsies of renal grafts developing CAD revealed by peroxidase
immunohistochemistry. A, Absence of CAD: CB1 was not expressed. The biopsy was performed in a 66-y-old man who received a kidney
graft from extended criteria donor. Early allograft history was unremarkable. M3 graft biopsy exhibited a normal graft according to the
Banff classification, without lesions nor IF/TA. M3 creatininemia was 128 umol/L and immunosuppressive regimen included prednisone,
mycophenolate mofetil and tacrolimus (TO 4.5 ng/mL). B, CB1 expression in tubular epithelial cells. C, CB1 glomerular expression is mainly
found in the podocyte (in the inset). D, CB1 expression in medium-sized arteries: endothelial cells, smooth muscle cells of media and to a
lesser extent intimal cells express CB1. E, CB1 expression in the interstitial inflammatory infiltrate. Bar scales = 50 um. Abbreviations: CAD,
chronic allograft dysfunction; IF/TA, interstitial fibrosis and tubular atrophy

significant decrease of acute tubular necrosis (ATN) over time (85% at
D0% vs 19% at M3 and M12, P < .01) and a significant increase of renal
graft fibrosis (0.6 + 0.7 at DOvs 1.1 £+ 0.9 at M3and 1.3 £ 1.0 at M12,
P =.04). At M3, mean creatininemia was 143 + 59 pumol/L (median:
121 pmol/L, ranges: 69-289 pumol/L) and mean estimated glomerular
filtration rate (eGFR) was 47 + 19 mL/min/1.73 m? by CKD-EPI. At
M12, mean creatininemia slightly increased at 160 + 75 pumol/L (me-
dian: 127 pmol/L, ranges: 69-389 pumol/L) and mean GFR slightly de-
creased at 41 + 19 mL/min/1.73 m? (P = .5). Taken together, both the
significant increase in IF/TA and the decline in eGFR established that
CAD was developed in these patients.

3.3 | Cannabinoid receptor 1 expression in kidney
transplants during chronic allograft dysfunction

We found that 23% + 15% of cortical area was positive for CB1
staining at DO in preimplantation biopsies. CB1 expression at DO
was similar by donor type and by IF/TA grade. It was not associated
with donor last creatininemia (Figure 1). At M3 and M12, whereas
CB1 expression was low in normal graft, it was induced in many cell
types during CAD (Figure 2) such as proximal and distal tubular epi-
thelial cells, medium-sized arteries and arterioles vascular smooth
muscle cells, interstitial inflammatory infiltrate and glomeruli, mainly
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FIGURE 3 Cannabinoid receptor 1 expression isinduced during CAD and correlates with renal fibrosis. A, Quantification of CB1
expression by a morphometry software (Calopix, Tribvn). *P < .05 and **P < .05 compared to DO. Means + standard deviation. B, lllustrative
case of CB1 expression at DO, M3 and M12 revealed by peroxidase immunohistochemistry. The biopsies were performed in a 68-y-old
woman who received a kidney graft from an extended criteria donor. Preimplantation biopsy was normal according to Banff classification,
with IF/TA grade 0. Creatininemia at organ removal was 89 pmol/L. From M3, graft biopsies exhibited IF/TA grade 1 according to the
Banff classification, without other changes. At M3 and M12, creatininemia were, respectively, at 155 pmol/L and 122 pmol/L. Her
immunosuppressive regimen included prednisone, mycophenolate mofetil and tacrolimus (TO 3.2 ng/mL at M3 and 4.3 ng/mL at M12).
Quantification of CB1 expression by a morphometry software was 21% at DO, 48% at M3 and 57% at M12. C, Patients with unchanged ci
from DO to M12 tended to have less CB1 progression evaluated by a morphometry software (Calopix, Tribvn) (-0.62 + 7.8 vs 14.1% +4.1%,
P =.08). D, Correlation between CB1 expression and renal fibrosis assessed by morphometry software (Calopix, Tribvn) at M3 (n = 26,

NA = 3, Pearson correlation test, P = .04, R = .44). Abbreviations: CAD, chronic allograft dysfunction; DO, day O; IF/TA, interstitial fibrosis

and tubular atrophy; M3, month 3; M12, month 12

podocytes. Specifically, CB1 expression significantly increased from
DO to M3(23% + 15% of stained cortical area vs 33% + 14%, P=.01)
and then it remained increased up to M12 (33% + 19% of stained
cortical area) (Figure 3A and 3). Patients with stable interstitial fi-
brosis from DO to M12 tended to have lower CB1 progression (n = 8,
CB1 expression -0.62% + 7.8%) than patients in whom interstitial
fibrosis increased (n = 16, 14.1% + 4.1%, P = .08) (Figure 3C). We
also found a positive correlation between CB1 expression and renal
fibrosis at M3 (P= .04, R = .44) but notat M12 (Figure 3D). This result

may be due to a lack of power (only 35% biopsies were adequate ac-
cording to Banff classification at M12). However, we did not find a
significant correlation between CB1 expression and eGFR.

3.4 | Cannabinoid receptor 1 expression in the
tacrolimus-induced model of tubule injury in vitro

We next studied the role of CNI in CB1 expression using HK-2 as
a model of CAD. We hypothesized that tubular stress induced by
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FIGURE 4 In vitro model of tacrolimus-mediated fibrogenesis: tacrolimus increased CB1 expression, cnrl (encoding for CB1) expression

as well as col3al (encoding for Collagen 3) and col4a3 (encoding for Collagen 4). Cnr1, col3al and col4a3 expression were significantly
blunted by rimonabant, a CB1 antagonist. A, Tacrolimus significantly increased CB1 expression (Westernblot,n=4,3.5+3.4vs 1.0 £ 0,
relative quantification after normalization, P = .03) in human proximal tubule epithelial cells (HK2) after 48 h of daily treatment with
tacrolimus (FK) (10 ng/mL and 25 ng/mL). B, Expression of cnrl mRNA evaluated by RT-gPCR after 24 h of treatment (n = 4 for each group).
*P < .05 vs ethanol 5 uL/mL. **P < 0.05 vs FK 10 pg/mL. C, Expression of col3al mRNA evaluated by RT-qPCR after 24 h of treatment (n=4
for each group). *P < 0.05 vs ethanol 5 uL/mL. **P < .05 vs FK 10 pg/mL. D, Expression of col4a3 mRNA evaluated by RT-qPCR after 24 h of
treatment (n = 4 for each group). *P < .05 vs ethanol 5 pL/mL. **P < .05 vs FK 10 pg/mL

CNI would increase CB1 expression. Protein expression was evalu-
ated by Western blot analysis. Tacrolimus significantly increased
CB1 expression (n =4, 3.5 + 3.4 vs 1.0 + 0, relative quantification
after normalization, P = .03) (Figure 4). This result was confirmed
by RT-qPCR analysis on mPTEC. We found a significant increase in
cnrl (encoding for CB1) expression after 24 hours of treatment with
tacrolimus (n =4, 2.4 + 0.7 vs 1.0 £ 0, relative quantification after
normalization, P = .02).

3.5 | Cannabinoid receptor 1 blockade decreased
expression of mesenchymal markers on mPETC in the
tacrolimus-induced model of renal injury

In addition, tacrolimus administration on epithelial tubular cells in-
creased not only CB1 expression but also col3al (encoding for col-
lagen Ill) and col4a3 (encoding for collagen 1V) (Figure 4) and total
collagen in cell supernatants (Figure S1). Addition of rimonabant, a
CB1 inverse agonist, strongly blunted col3al and col4a3 expressions
(Figure 4) and decreased total collagen in cell supernatants (Figure
S1).

4 | DISCUSSION

The general objective of our research is to find new pathways in the
development of renal interstitial fibrosis which is a key feature of
CAD. In the present study, we establish for the first time an inter-
action between abnormal CB1 expression and progression of renal
fibrosis, leading to CAD. We and others have previously published

that CB1 is a major mediator in both metabolic renal disease 22* and
non-metabolic renal fibrosis,*® but its expression was never assessed
in renal grafts. In our work, we found that 23% + 15% of cortical
area was positive for CB1 staining at DO in preimplantation biop-
sies whereas IF/TA was absent or mild in most of preimplantation
biopsies. Out of the 26 graft DO biopsies, 10/26 (38%) showed no
IF/TA and 14/26 (54%) mild IF/TA according to the Banff classifica-
tion. In our previous study,*® we found a low level of CB1 expression
(6.5% + 4.8%, n = 5) in normal kidneys, which is lower than the DO
biopsies (ie 23% * 15%). However, the preimplantation biopsies of
our series do not correspond to the ‘normal’ category of our previous
paper since they were performed at the end of the cold preservation
period just before graft transplantation and as expected revealed
significant ATN, which is the consequence of ischaemia (22/26, 85%
revealed ATN). Indeed, previous studies described the metabolic
consequences of ischaemia: compromised mitochondrial ATP pro-
duction and activation of anaerobic glycolysis leading to ATN.3¢%°
Therefore, the high level of DO CB1 expression that we observed is
not associated with concurrent IF/TA butis a consequence of cold is-
chaemia-induced ATN. In addition, recent studies demonstrated that
renal hypoxia-induced ATN promotes tubulointerstitial fibrosis.*?-42
Hence, our hypothesis is that CB1 expression at DO is predictive for
the development of kidney graft fibrosis as a consequence of ischae-
mia-induced ATN and that early CB1 expression could be used as a
biomarker.

We next studied CB1 expression at M3 and M12. CB1 expres-
sion was low in normal kidney grafts, similar to CB1 expression in
normal native kidneys. Interestingly, we found that CB1 was in-
duced in many different cell types during CAD: tubular epithelial
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cells, medium-sized arteries (endothelial cells, smooth muscle cells
of media), interstitial inflammatory infiltrate and glomeruli (mainly
in podocytes). During CAD, CB1 expression significantly increased
early on after transplantation, from DO to M3 and it remained sta-
ble and high (around 30% of the total cortical area of the kidney
graft) thereafter. This high expression corresponds to a plateau of
CB1 expression which is reached at M3. It is noteworthy that in
CAD, CB1 expression was higher (33% from M3) than in native ne-
phropathies (18%) *® and found mostly in tubules. We also found a
parallel increase of IF/TA from DO to M3, in accordance with the
literature regarding the development of IF/TA assessed by routine
kidney biopsies.*®* We found that not only CB1 and IF/TA increased
from DO to M3 in kidney grafts but also that there was a significant
positive correlation between CB1 expression and renal fibrosis at
M3 (P = .04). Moreover, individual CB1 expression trajectories from
DO to M3 then M12 allowed to distinguish groups of patients: pa-
tients with stable interstitial fibrosis from DO to M12 tended to have
lower CB1 progression (n = 8, CB1 expression -0.62% + 7.8%) than
patients in whom interstitial fibrosis increased (n =16, 14.1% + 4.1%,
P = .08). Therefore, CB1 could be a key player in the early steps of
the development of IF/TA in kidney grafts or at least be a marker of
renal fibrosis. Conversely to what we found in a small cohort of pa-
tients with various nephropathies in native kidneys,*® we could not
establish that CB1 expression correlated with kidney graft function.
This difference can be due to the slow decline of kidney graft func-
tion in our CAD cohort as well as the short-term follow-up. However,
the development of IF/TA usually precedes kidney graft dysfunc-
tion. As previous studies demonstrated that early interstitial fibrosis
was associated with chronic allograft dysfunction and kidney graft

74446 early increased CB1 expression may be an early

outcome,
event before the development of IF/TA in kidney grafts. Such cor-
relation between renal CB1 expression and renal fibrosis was never
described in kidney grafts. We also suggested that CB1 is expressed
by initially injured cells and by cells involved in synthesizing extra-
cellular matrix proteins similarly to what is seen with the expression
of DDR1, another important pathway in renal fibrosis.*” The high
tubular expression of CB1 that we observed during CAD, using the
exact same primary antibody and protocol that was previously used
in the other types of CKD,*® enhances this hypothesis and strongly
suggests a key role of CB1 in tubules in the IF/ TA process.

To support this hypothesis, we tested whether CB1 expressed in
tubules plays a causative role in the progression of fibrosis in an in
vitro model mimicking CAD. Indeed, CAD is a multifactorial process
in which a lot of immunological and non-immunological causes are
involved, including CNI toxicity. Since, it is impossible to completely
reproduce the entire CAD process in vitro, we chose a simple model
of epithelial-to-mesenchymal (EMT) transition in vitro. We therefore
studied the effect of CNI on epithelial tubular cells because direct
toxic effects of calcineurin inhibition on tubular function have been
already well documented.*® Direct effects of CNI tubular toxicity in-
clude upregulation of TGFp expression by tubular epithelial cells.*?
We developed a model of tacrolimus-induced tubular injury and col-
lagen synthesis in vitro which reproduces the first steps of CAD. We

found increased expression of cnrl, col3al and col4a3 after treat-
ment of mPETC by tacrolimus. Therefore, CB1 could be involved in
the first steps of the development of CAD, possibly due to tacro-
limus-induced tubular epithelial injury. Interestingly, expression of
col3al and col4a3 was significantly blunted by rimonabant, a CB1
antagonist (P < .05). Our results are in accordance with the recent
literature where the specific deletion of CB1 in proximal tubules not
only decreased renal fibrosis, injury and inflammation, but also pre-
served renal function in obesity-induced nephropathy in mice.??

To conclude, our study strongly suggests an involvement of CB1
activation during CAD and paves the way to the development of CB1
inhibitors in CAD. However, the impact of cannabinoid system mod-
ulation on the evolution of chronic allograft dysfunction, as well as
the cellular and molecular pathways involved, remains to be clarified.
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2.3 — Discussion

Nous avons montré dans le travail ci-dessus que les cellules tubulaires expriment fortement
CB1R durant la DCA. L’expression de CB1R augmente significativement au cours des trois
premiers mois apres la transplantation rénale, et reste stable par la suite. Dans leur travail, Lecru
et al. (2015) ont également rapporté une expression tubulaire marquée de CB1R au cours de la
néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA, de la néphrite interstitielle aigué et de la néphropathie
diabétique. L’expression rénale de CBIR dans les reins normaux a ét¢ documentée par Lecru
et al. (2015) et évaluée a 6,5% =+ 4,8%. L’expression rénale de CB1R sur les biopsies
préimplantatoires dans notre travail sur la DCA est beaucoup plus importante (23% + 15%)
alors que nous avons utilisé le méme anticorps, le méme protocole expérimental et la méme
quantification morphométrique que ceux utilisés par Lecru et al. (2015). Nous pouvons donc
émettre I’hypothése que 1’augmentation de 1’expression de CBIR sur les biopsies pré-
implantatoires résulte des lésions de nécrose tubulaire aigué dues a I’ischémie froide. CB1R
pourrait donc étre un marqueur prédictif du développement de la fibrose interstitielle et de la
DCA.

Trois mois apres la transplantation, il existe une corrélation positive entre I’expression de CB1R
et la fibrose interstitielle. De plus, les patients dont la fibrose rénale ne progresse pas durant la
premiere année apreés la greffe tendent a avoir une moindre majoration de 1’expression de
CB1R. Il est donc tout a fait possible que CB1R joue un rdle direct dans les stades précoces de
la DCA. Nous avons documenté une expression de CB1R dans toutes les structures rénales
(glomérules, tubules, cellules endothéliales et infiltrat inflammatoire interstitiel) au cours de la
DCA. Les cellules tubulaires sont néanmoins le principal site d’expression de CB1R dans cette
pathologie. Afin de préciser le r6le de CB1R au cours de la DCA, nous avons utilisé un modele
de fibrogenése médiée par les anticalcineurines. Nous avons choisi le tacrolimus, qui est la

molécule la plus utilisée actuellement. In vitro, nous avons traité des cellules tubulaires

92



proximales humaines et murines avec du tacrolimus. CB1R augmente significativement apres
I’administration de tacrolimus, tant au niveau transcriptionnel que protidique.
Concomitamment a 1’augmentation de CB1R, nous avons mis en évidence une augmentation
de la synthése de collagene, inhibée par I’ajout de rimonabant.

Ces résultats ainsi que ceux de Lecru et al. (2015) soulignent le réle profibrosant de CB1R dans
des néphropathies indépendantes du métabolisme. Les contributions respectives de la
modulation myofibroblastique et de la modulation tubulaire de CB1R restent cependant a
préciser. En effet, au cours de I’'UUO, I’expression de CB1R augmente significativement dans
les cellules tubulaires, les myofibroblastes interstitiels et les glomérules. Le blocage de CB1R
dans ce modele réduit la fibrose interstitielle via un role direct paracrine/autocrine sur les
myofibroblastes, sans nette participation des cellules tubulaires. Au cours de la DCA au
contraire, 1’expression majoritaire de CB1R est tubulaire et le blocage de CB1R réduit la
synthese de collagene par les cellules tubulaires. Des explorations complémentaires sont donc

indispensables et font I’objet de la suite du travail.
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3 — Le blocage du récepteur cannabinoide de type 1 réduit la dysfonction

rénale a la phase tardive de I’ischémie reperfusion

Il n’y a pas de preuve a ce jour que le blocage de CBIR pourrait protéger la fonction rénale au
cours de néphropathies non métaboliques et bloquer la progression de la MRC. La contribution
relative des différents types cellulaires impliqués dans la modulation de la fibrose médiée par
CBI1R reste débattue. En effet, Lecru et al. (2015) ont montré que I’'UUO s’accompagne d’une
augmentation significative de I’expression de CB1R dans le parenchyme rénal, intéressant tout
particulierement les cellules épithéliales tubulaires. Dans ce modéle cependant, le blocage de
CB1R réduit la fibrose interstitielle par une action directe paracrine/autocrine sur les
myofibroblastes, sans nette participation des cellules tubulaires. De la méme maniére, au cours
de la DCA, I’expression majoritaire de CBIR est tubulaire. Cependant, in vitro, le blocage de
CBI1R réduit la synthése de collagéne par les cellules tubulaires dans un modele de fibrogenése

médiée par le tacrolimus (Dao et al., 2019).

3.1 - Objectif
L’objectif principal de ce travail est donc de documenter in vivo I’effet du blocage génétique et
pharmacologique de CB1R sur la fonction rénale et la progression de la MRC. Nous avons
utilisé pour ce faire un modéle expérimental murin d’I/R, modele de transition IRA-MRC qui
permet d’étudier concomitamment la fonction rénale et la progression de la fibrose interstitielle.
Notre objectif secondaire est d’identifier la contribution relative des myofibroblastes et des
cellules épithéliales tubulaires dans la modulation de la fibrose mediée par CB1R. Pour ce faire,
nous avons développé des lignées murines transgéniques avec une délétion inductible de CB1R

dans différents types cellulaires.
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3.2 — Matériel et méthodes

3.2.1 — Animaux

Toutes les procédures animales ont été approuvees par le Comité d'éthique en expérimentation
animale Charles Darwin N°5 / Sorbonne Université (projet #26941 HF-02). Nous avons utilisé
des souris males élevées localement, &gées de 4 a 6 mois, sur un fond génétique C57BI/6J. Les
premieres expériences ont été faites sur fond mixte a partir de 5 backcross (modéle d’IRA,
modele de MRC avec délétion génétique globale de CB1R). Les expériences suivantes (modele
de MRC avec blocage pharmacologique de CB1R) ont été faites sur fond congénique pur (> 9
backcross). Les souris sont maintenues dans une animalerie de statut EOPS (Exempt
d’Organismes Pathogénes Spécifiques), dans un cycle jour-nuit de 12 heures. Elles regoivent
une alimentation standard normosodée et ont libre accés a 1’eau de boisson. Les souris Cnrl™
(Ledent et al., 1999) et les souris CNRO (souris Cnr1'®/1%) (Han et al., 2017), qui ont une
séquence LoxP devant I’exon 2 du gene Cnrl, ont été gracieusement fournies respectivement
par C. Ledent (Université Libre de Bruxelles) et J. Egan (NIA/NIH, USA), puis élevées
localement. Leur fond génétique est mixte. Les souris Cnr1'%/™ont été inter-croisées avec des
souris Pax8-LCl.cre (Kormann et al., 2020) et PO.cre (Asada et al., 2011), disponibles
localement, pour obtenir une délétion spécifique de CB1R dans respectivement les cellules
épithéliales tubulaires et les myofibroblastes. La délétion tubulaire de CB1R chez les souris
Cnri1fio¥floxpayg-| C1.cre était induite par I’administration de doxycycline 0.2 mg/mL et sucrose

3% dans I’eau de boisson pendant 2 semaines.

3.2.2 — Traitements experimentaux

Le JD5037, un inhibiteur périphérique de CB1R qui ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique, était administré aux souris par gavage quotidien a la posologie de 3 mg/kg, dans

une solution composée de 99% d’huile de mais et 1% de diméthylsulfoxyde (DMSO).
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Le composé X (agrément de confidentialité en cours, compagnie Y), un inhibiteur périphérique
de CB1R de 3°™ génération couplé a une activation de I’ AMPK, était administré aux souris par
gavage quotidien a la posologie de 3 mg/kg, dans une solution composée de 5% de DMSO, 5%

de Tween 80% et 90% de NaCl 0,9%.

3.2.3 — Modeles expérimentaux d’ischémie reperfusion

Les procédures étaient réalisées sous anesthésie générale apres injection intrapéritonéale de
kétamine 100 mg/kg et Xylazine 20 mg/kg, avec un volume d’injection de 100 ul/10 g. En post-
opératoire, une injection de buprénorphine 0,05 mg/kg était réalisée par voie sous-cutanée.
Durant toute I’intervention chirurgicale, la température corporelle des souris était contrélée et
maintenue a 37°C.

Dans le modé¢le d’insuffisance rénale aigué apres I/R (I/R-AKI), nous avons réalisé
simultanément une ischémie rénale gauche de 30 minutes et une néphrectomie droite
concomitante. Les animaux étaient sacrifiés 24, 48 et 72 heures apres 1’intervention.

Dans le modéle d’insuffisance rénale chronique aprés I/R (I/R-CKD), nous avons réalisé a JO
une ischémie rénale gauche de 30 minutes. La néphrectomie droite était pratiquée 2 semaines
aprés 1’ischémie rénale gauche. Les souris étaient sacrifiées 48h ou 4 semaines aprés la

néphrectomie.

3.2.4 — Evaluation de la fonction rénale

Les dosages plasmatiques d’urée et de créatinine ont ¢été réalisés sur un automate
multiparamétrique Olympus AU 400 au Centre de Recherche de I’Inflammation de 1’Institut
Claude Bernard (Paris).

Le cas échéant, nous avons mesuré le DFG par clairance de la sinistrin-isothiocyanate de

fluorescéine (FITC). La sinistrin est un analogue de I’inuline. Son couplage a la FITC permet
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de mesurer la décroissance de I’intensité de fluorescence a 1’aide d’une caméra transdermique
(Scarfe et al., 2018; Schreiber et al., 2012). Nous avons administre 15 mg/100 g de sinistrin-

FITC par voie rétro-orbitaire aux souris. La durée d’enregistrement était de 1h 15.

3.2.5 — Histologie et immunohistochimie

Les prélevements tissulaires ont été fixés dans une solution d’alcool-formol-acide acétique,
inclus en paraffine et des coupes de 3 um d’épaisseur ont été déposées sur des lames SuperFrost.
Les colorations histologiques (trichrome de Masson et rouge Sirius) ont été réalisées au
laboratoire d’ Anatomie Cytologie Pathologique de 1’hopital de Bicétre (Université Paris Sud).
Les Iésions élémentaires suivantes ont été évaluées en double aveugle (Dr Charlotte Mussini,
laboratoire d’Anatomie Cytologie Pathologique de 1’hdpital de Bicétre / M. Dao):
inflammation corticale et médullaire, dilatations tubulaires, présence de cylindres tubulaires,
fibrose interstitielle corticale (ci). Le score semi-quantitatif suivant a été utilisé : 0, absence de
lésion ; 1, lésions intéressant moins de 10% du parenchyme analyseé ; 2, lésions intéressant 10
a 25% du parenchyme analysé ; 3, Iésions intéressant 25 a 50% du parenchyme analysé ; 4,
Iésions intéressant plus de 50% du parenchyme analysé.

Les immunohistochimies ont été réalisées sur lames de tissu fixé déparaffiné apres démasquage
thermique dans une solution a pH 6 et blocage de la peroxydase endogéne dans une solution de
méthanol 1%. Nous avons utilisé le systeme de détection DakoREALTM EnVisionTM
Detection System, Peroxydase/DAB+, Rabbit or Rat (DakoCytomation, CA, USA). Les
anticorps utilisés sont listés dans le Tableau 1. L’interprétation des IHC a été réalisée en double
aveugle (Dr Charlotte Mussini, laboratoire d’ Anatomie Cytologie Pathologique de I’hopital de
Bicétre / M. Dao). Le cortex et la médullaire ont été analysés séparément. Le score semi-
quantitatif suivant a été utilisé : 0, absence de lésion ; 1, Iésions intéressant moins de 10% du

parenchyme analysé ; 2, lésions intéressant 10 a 25% du parenchyme analysé ; 3, lésions
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intéressant 25 a 50% du parenchyme analysé ; 4, Iésions intéressant plus de 50% du parenchyme

analyse.

Tableau 1 — Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie

Cible Référence Héte | Dilution Incubation
aSMA ab5694 (Abcam, Cambridge) Lapin | 1/200 Toute la nuit, 4°C
CD3 ab5690 (Abcam, Cambridge) Lapin | 1/500 Toute la nuit, 4°C
F4/80 MCA497R (Bio Rad, Californie) | Rat 1/150 Toute la nuit, 4°C

3.4.6 — Extraction de ’ARN et RT-gPCR

L’ARN de tissu a été extrait avec le kit MRC-trizol (TRI Reagent®, Molecular Research Center
MRC, Cincinnati, Etats-Unis) et I’ARN de cellules avec le kit EZ-10 Spin Column Total RNA
Mini-preps Super Kit (Bio Basic Inc) selon les instructions du fournisseur. La concentration
d’ARN ¢tait mesurée avec le spectrophotométre NanoDrop1000 (Thermo Scientific). Le brin
d’ADN complémentaire a été synthétisé avec le kit Maxima First Strand cDNA Synthesis
(Thermo Scientifique) et la PCR réalisée avec du SYBR green sur un Ligh Cycler 480 (Roche).
La quantification relative des transcrits était réalisée par rapport aux génes de ménage suivants :
gusb pour les tissus, hprt pour les cellules. Les séquences des amorces utilisées sont listées dans

le Tableau 2.
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Tableau 2 — Sequences des primers utilisés pour les RTqQPCR

Géne Sens Séguence
argl Sens 5' -CCTGAAGGAACTGAAAGGAAAG-3
Antisens | 5'-TTGGCAGATATGCAGGGAGT-3'
cnrl Sens 5’-GGGCAAATTTCCTTGTAGCA-3’
Antisens | 5’-GGCTCAACGTGACTGAGAAA-3’
colla2 Sens 5 -GCAGGTTCACCTACTCTGTCCT-3'
Antisens | 5'-CTTGCCCCATTCATTTGTCT-3'
col3al Sens 5’-TCCCCTGGAATCTGTGAATC-3’
Antisens | 5’-TGAGTCGAATTGGGGAGAAT-3’
gusb Sens 5’-CTCTGGTGGCCTTACCTGAT-3’
Antisens | 5’-CAGTTGTTGTCACCTTCACCTC-3’
hprt Sens 5 -CCTCCTCAGACCGCTTTTT-3
Antisens | 5'-AACCTGGTTCATCATCGCTAA-3'
INOS Sens 5’-GGGCTGTCACGGAGATCA-3’
Antisens | 5’-CCATGATGGTCACATTCTGC-3’
IL23 Sens 5’-TCCCTACTAGGACTCAGCCAAC-3
Antisens | 5’>-TGGGCATCTGTTGGGTCT-3’
mcpl Sens 5' -GGCTGGAGAGCTACAAGAGG-3'
Antisens | 5'-CTCTTGAGCTTGGTGACAAAAA-3
mrcl Sens 5 -CCACAGCATTGAGGAGTTTG-3
Antisens | 5'-ACAGCTCATCATTTGGCTCA-3'
renin Sens 5 -GCCGCCTCTACCTTGCTTGTG-3
Antisens | 5'-GGGGCAGCTCGGTGACCTCT-3'
tgfB-induced | Sens 5 -GAGCTGCTTATCCCAGATTCA-3'
Antisens | 5'-GGCAGTGGAGACGTCAGATT-3

3.4.7 — Lignées cellulaires

Les myofibroblastes murins primaires étaient obtenus par la technique de I’explant publiée par

Lecru et al. (2015). Les PTEC murines primaires étaient obtenues selon la technique

préalablement mise au point dans notre laboratoire et publiée par Legouis et al. (2015). Les

expériences de Live Imaging ont été réalisées apres transfection des cellules avec un lentivirus

Perceval (Tantama et al., 2013). Cette technique a déja été utilisée par un des chercheurs de

I’unité (doi: hitps://doi.org/10.1101/2020.04.24.054643).
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3.4.8 - Statistiques

Les méthodes statistiques descriptives usuelles (moyennes, médianes, écart-types et rangs) ont
été utilisées pour décrire la distribution des variables. Pour rechercher une association entre les
variables catégorielles, nous avons utilisé le test exact de Fisher. Dans le cas des variables
quantitatives, nous avons utilisé le test de Mann-Whitney. Les recherches de corrélation entre
variables quantitatives ont été pratiquées a l'aide du test de corrélation linéaire de Bravais-
Pearson. Une p value < 0,05 a été considérée comme significative pour I'ensemble des analyses
statistiques. Toutes les analyses ont été réalisées a l'aide des logiciels InStat 3 et Prism 4

(GraphPad Software, San Diego, CA).
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3.3 — Résultats
3.3.1 — La délétion génétique globale de CB1R ne modifie pas la

fonction rénale de base des souris

Nous avons mesuré la clairance de la sinistrin-FITC chez 2 souris Cnrl” et chez 3 souris
sauvages (WT) issues de la méme portée. Tous les animaux étaient des males &gés de 4 mois
au moment de la mesure. Le DFG mesuré était identique dans les deux groupes d’animaux :
691, 869 et 884 pL/min/100 g chez les animaux WT ; 670 et 846 pL/min/100 g chez les

animaux Cnr1”.

3.3.2— CBIR ne joue pas de role dans I’insuffisance rénale aigué

a la phase aigué de I’ischémie-reperfusion (I/R-AKI)
Dans le modele d’I/R-AKI, nous avons réalisé simultanément une ischémie rénale gauche de
30 minutes et une néphrectomie droite concomitante. Nous n’avons pas mis en évidence
d’élévation significative des transcrits de Cnrl entre le rein contréle droit et le rein ischémié
gauche a 24, 48 et 72h de I’intervention : Cnrl restait faiblement exprimé a ces trois temps
post-opératoires avec un Ct > 40 cycles (n=4/groupe). Nous avons compar¢ 1’effet de la délétion
génétique de Cnrl 24 heures aprés la chirurgie. La fonction rénale évaluée par I’urée et la
créatinine plasmatiques était identique entre les souris WT et les souris Cnr1”- (Figures 1A et
1B). Des lésions séveres de nécrose tubulaire aigué éetaient observées dans les deux groupes
avec une perte de la bordure en brosse intéressant la totalité des PTEC et des cylindres intra-
tubulaires. Le score de dilatation tubulaire était identique entre les deux groupes, 2,3 + 1,0 chez
les WT et 2,2 + 1,2 chez les souris Cnrl-/- (p=0,73) (Figure 1C). L’inflammation interstitielle

cortico-médullaire n’était pas non plus modifiée par la délétion génétique de CBIR (Figure

1D).

101



>
w

200~ 759

- .
© u A [

- - A
E ™ —:i:— At S 501 2 at
. 2| == ==
E 100 Il E "
) ] : A
-E o 25
:.g 50+ N =]
‘@
Q

0 0

WT (n=7) cnrt” (n=7) WT (n=7) cnr1* (n=7)

@!
w)

5+ 7+
nE -
Q - = 5 [ B |
= -g 4+ A S .g n AA
« E © ‘E 54
ER N (- ) [ e
2% — 5 341 s
17, F = —
te,] 9 —k -5 s
2a —1 -3 [
bt
§ o A S o 24
S 5 1 s A =
ac° E o 11
L) sa
0 T " Y L] )
WT (h=T7) Cnr1" (n=7) WT (n=7) Cnr1" (n=7)

Figure 1 - CB1R ne joue pas de role a la phase aigué de I’ischémie reperfusion. (A, B) La
délétion génétique de CB1R n’a pas d’impact sur la séveérité de I’insuffisance rénale aigué
évaluée par 1’urée (B) et la créatinine plasmatique (C) chez les souris WT (n=7) et Cnr1” (n=7).
(C) La délétion génétique de CBIR n’a pas d’effet sur les 1ésions histologiques tubulaires (score
semi-quantitatif, cortex + médullaire). (D) La délétion génétique de CB1R n’a pas d’effet sur
I’infiltrat inflammatoire (Score semi-quantitatif, cortex + medullaire). Moyenne + SEM.

Nous avons étudié par spectrométrie de masse les ligands de CB1R, préleveés 2 heures apres les
30 minutes d’ischémie rénale. Nous n’avons pas mis en évidence de modification de la
concentration du 2 arachidonoyl glyceérol, le ligand principal de CB1R (Figure 2A). La
concentration des autres ligands (2 arachidonoyl glycérol éther, anandamide, docohexanoyl

éthanolamide, palmitoyl éthanolamide et oléamide) était tres faible et n’était pas non plus

modifiée (Figures 2B a 2F).
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Figure 2 — Les ligands de CB1R ne sont pas modifiés a la phase aigué de I’ischémie-
reperfusion. Abréviations: AEA, anandamide; AG, arachidonoylglycérol; DHEA,
docohexanoyl éthanolamide ; EA, éthanolamide ; RDC, rein droit contrdle ; RG IR, rein gauche
ischémie.
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3.3.3 — L’inhibition génétique de CB1R prévient la fibrose rénale

dans le modéle d’I/R-CKD

Dans le modéle d’I/R-CKD chez des souris WT (n=15) et Cnrl1” (n=13), nous avons réalisé
une ischémie rénale gauche de 30 minutes a J10, suivie d’une néphrectomie droite a J14 (Figure
3A). Les animaux étaient sacrifiés 6 semaines aprés 1I’I/R (fond mixte). Chez les souris WT, les
transcrits de Cnrl étaient significativement augmentés dans le rein gauche ischémié par rapport
au rein droit contrble (Figure 3B). Alors que 1’urée plasmatique était similaire dans les deux
groupes, la créatininémie était plus basse chez les souris Cnrl” par rapport aux souris sauvages
(43 pmol/L = 23 pmol/L versus 27 pumol/L £ 9 pumol/L, p=0,03) (Figures 3C et 3D). La fibrose
interstitielle était significativement moindre chez les souris Cnrl” par rapport aux souris WT
(2,3 +0,9 versus 1,5 £ 0,9, p=0,04) (Figure 3E). La fibrose interstitielle était significativement
corrélée a la fonction rénale évaluée par la créatininémie dans ce modéle (R=0,46 [0,06-0,73],

p=0,03).
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Figure 3 — L’inhibition génétique globale de CB1R prévient la MRC dans le modele d’I/R-
CKD. (A) Modele expérimental. (B) Les transcrits de Cnrl sont significativement plus élevés
dans les reins ischémiés que dans les reins contrdles (souris WT, n=9, p=0,006). (C) La
créatininémie est significativement plus basse chez les souris Cnr1”- (n=13) que chez les souris
WT (n=15). (D) La délétion génétique de CB1R n’a pas de conséquence sur I’urée plasmatique.
(E) La fibrose interstitielle (ci, score semi-quantitatif) est significativement plus basse chez les
souris Cnr1” (n=13) que chez les souris WT (n=15). * p < 0,05. Moyenne + SEM.
Abréviations : CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; RDC, reins droits controles ; RG I/R,
reins gauches ischémiés ; WT, souris sauvages.
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Chez les souris congéniques utilisées dans les modéles avec blocage pharmacologique de
CBI1R, en raison d’une importante mortalité post-opératoire (identique entre les groupes), nous
avons réduit le delai entre la néphrectomie et le sacrifice. Les animaux étaient alors sacrifiés 3
jours et non plus 4 semaines apres la néphrectomie (Figure 4A). Dans ce modele, la fonction
rénale était identique entre les souris WT (n=9) et Cnr1”- (n=8) (Figures 4B et 4C). En revanche,
la fibrose interstitielle était significativement plus importante chez les souris WT que chez les
souris Cnr1” (3,1 + 1,2 versus 1,7 = 0,7, p=0,02) (Figures 4D, 4F, 4G). Les lésions aigués
(dilatations tubulaires, cylindres intra-tubulaires) étaient encore marquées au moment du
sacrifice, sans différence entre les groupes (Figure 4E). L’infiltrat inflammatoire n’était pas
modifié par le blocage génétique de CB1R (1,3 + 0,5 dans le groupe WT versus 1,3 £ 0,7 dans
le groupe Cnrl-/-, p=0,91).

La créatininémie au moment du sacrifice était significativement corrélée de fagon positive avec
les Iésions aigués (R=0,48 [0,01-0,78], p=0,047) mais pas avec la fibrose interstitielle (R=0,32
[-0,19-0,70], p=0,21). De facon intéressante, la créatininémie et la fibrose interstitielle tendaient
a étre corrélées chez les souris WT (R=0,56 [-0,16-0,89], p=0,11) alors que la créatininémie
tendait & étre corrélée avec les lésions aigués chez les souris Cnrl” (R=0,63 [-0,14-0,92],
p=0,09). Ces résultats suggerent que dans le modéle expérimental d’I/R-CKD avec sacrifice a
72h de la néphrectomie droite, I’insuffisance rénale des animaux WT est davantage liée a des

Iésions chroniques alors que les animaux Cnrl” sont encore en phase aigué.
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Figure 4 — L’inhibition génétique globale de CB1R réduit la fibrose interstitielle
précocement apreés la néphrectomie dans le modéle d’I/R-CKD. (A) Modeéle expérimental.
(B) La créatininémie et (C) I’urée plasmatique sont identiques chez les souris WT (n=9) et les
souris Cnr1” (n=8). (D) La fibrose interstitielle (ci, score semi-quantitatif) est significativement
plus basse chez les souris Cnr1” (n=8) que chez les souris WT (n=9). (E) Les lésions aigués
(score semi-quantitatif, dilatations tubulaires + cylindres intratubulaires) sont identiques chez
les souris WT (n=9) et les souris Cnr1” (n=8). (F) Coupe de rein gauche ischémié d’une souris
WT, trichrome de Masson, vue d’ensemble et X10. Le parenchyme rénal est traversé de travées
fibreuses. (G) Coupe de rein gauche ischémié d’une souris Cnrl”, trichrome de Masson, vue
d’ensemble et X10.

*p <0,05. Moyenne + SEM.

Abréviations : CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; WT, souris sauvages.
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3.3.4 — L’inhibition pharmacologique de CB1 par le JD5037

préserve la fonction rénale dans le modéle d’I/R-CKD

Nous avons utilisé dans ce modéle les souris WT congéniques de la lignée CB1R. Nous avons
administré le traitement (JD5037 3 mg/kg, n=7) et son excipient (DMSO 1%, groupe Vehicle,
n=7) par gavage quotidien. En raison d’une importante mortalité péri-opératoire, les animaux
ont éte sacrifiés 3 jours aprés la néphrectomie droite (Figure 4A). L’expression de CBIR,
quantifiée par RTqPCR de Cnrl, augmentait significativement (p = 6.10) dans les reins
gauches ischémiés par rapport aux reins droits controlatéraux (Figure 5A). Les transcrits de
Cnrl n’étaient pas modifiés par le JD5073. La créatininémie était significativement plus basse
chez les souris ayant recu le JD5037 que chez les souris du groupe Vehicle (87 pumol/L * 56
pumol/L versus 167 pmol/L £ 58 pmol/L, p=0,03) (Figure 5B). L urée tendait également a étre
plus basse chez les souris ayant re¢u le JD5037 (p=0,09) (Figure 5C). La perte de poids (28%
+ 8% dans le groupe Vehicle, 27% + 9% dans le groupe JD5037, p=1) et les transcrits de la
rénine (1,1 + 1,0 dans le groupe Vehicle, 0,9 + 0,7 dans le groupe JD5037, p=1) étaient
identiques entre les groupes, allant a I’encontre d’une cause fonctionnelle par hypovolémie

vraie dans notre modeéle (Figure 5D).
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Figure 5 — L’inhibition pharmacologique de CB1R par le JD5037 (3 mg/kg) preéserve la
fonction rénale dans le modele d’I/R-CKD (A) L’expression de CBIR augmente dans les
reins gauches ischémiés par rapport aux reins contrdles droits (RTgPCR de Cnrl). (B) La
créatininémie est significativement plus basse chez les souris ayant recu le JD5037
(n=7/groupe). (C) L’urée tend a étre plus basse chez les souris ayant recu le JD5037 (p=0,09).
(D) La rénine n’est pas modifiée par le JD5037 (RTqPCR de ren).

Abréviations : RDC, rein droit contréle ; RG, rein gauche ischémié ; UA, unités arbitraires
*p<0,05;***p< 1073 Moyenne + SEM.

L’examen histologique a montré que les souris du groupe JD5037 avaient significativement
moins de fibrose interstitielle que les souris du groupe Vehicle (1,3 + 0,5 versus 2,3 £ 0,8,
p=0,03) (Figure 6A). L’immunomarquage par I’aSMA était également moindre chez les souris
ayant recu le JD5037 (5,7 + 0,5 dans le groupe Vehicle, 3,3 + 1,0 dans le groupe JD5037,
p=0,0012) (Figure 6). Alors que I’inflammation en microscopie optique était identique entre les
deux groupes (Figure 7A), I’'immunomarquage F4/80 était significativement moindre chez les

souris ayant recu le JD5037 (Figure 7B). Les transcrits des macrophages de type M1 (iNOS,
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mcpl, 1L23) et M2 (argl, mrcl) étaient identiques entre les groupes (Figure 7).
L’immunomarquage CD3 ¢était tres faible (<1% des cellules inflammatoires) et n’était pas

modifié par le JD5037.
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Figure 6 — L’inhibition pharmacologique de CB1R par le JD5037 (3 mg/kg) prévient la
fibrose rénale dans le modele d’I/R-CKD (A) La fibrose interstitielle (ci, score semi-
quantitatif) est significativement réduite chez les souris ayant recu le JD5037. (B) L’infiltration
myofibroblastique évaluée par I’immunomarquage aSMA (score semi-quantitatif, aSMA
corticale + médullaire), est significativement moindre chez les souris ayant recu le JD5037. (C)
Immunohistochimie aSMA d’un rein droit controle, X10. (D) Immunohistochimie aSMA d’un
rein gauche ischémié du groupe Vehicle, X10. (E) Immunohistochimie aSMA d’un rein gauche
ischémié du groupe JD5037, X10.

Abréviations : RDC, rein droit contréle ; RG, rein gauche ischémié

*p < 0,05. Moyenne + SEM.
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Figure 7 — L’inhibition pharmacologique de CBIR par le JD5037 (3 mg/kg) réduit Dinfiltrat
macrophagique dans le modeéle d’I/R-CKD. (A) L’inflammation cortico-médullaire (ci, score semi-
quantitatif) n’est pas modifiée par le JD5037. (B) L’infiltration macrophagique évaluée par
I’immunomarquage F4/80 (score semi-quantitatif, F4/80 corticale + médullaire), est significativement
moindre chez les souris ayant re¢u le JD5037. (C) Immunohistochimie F4/80 d’un rein droit contrdle,
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Immunohistochimie F4/80 d’un rein gauche ischémié du groupe JD5037, X10. (F aJ) Les transcrits des
macrophages de type M1, (F) mcpl, (G) iNOS et (H) IL23 ne sont pas modifiés par le JD5037. Les
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Abréviations : RDC, rein droit contrdle ; RG, rein gauche ischémié ; UA, unités arbitraires

*p <0,05. Moyenne + SEM.
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3.3.5 — L’inhibition pharmacologique de CB1 par le composé X

préserve la fonction rénale dans le modéle d’I/R-CKD

Nous avons utilisé dans ce modele les mémes souris WT congéniques de la lignée CB1R que
celles utilisées pour tester le JD5037. Nous avons administré le composé X (n=6) et son
excipient (DMSO 5%, Tween 80 5%, NaCl 0,9% 80%, n=9) par gavage quotidien. Les animaux
¢taient sacrifiés 3 jours aprés la néphrectomie droite, c’est-a-dire 17 jours aprés 1’ischémie-
reperfusion rénale gauche (Figure 4A). La créatininémie était significativement plus basse chez
les souris ayant recu le composé X par rapport aux souris du groupe Vehicle (120 pumol/L £ 75
pmol/L versus 211 pmol/L + 53 pmol/L, p=0,03) (Figure 8A) et I’'urée tendait a 1’étre
également (85 mmol/L £ 13 mmol/L dans le groupe Vehicle, 54 mmol/L + 30 mmol/L dans le
groupe composé X, p=0,06) (Figure 8B). La encore, la perte de poids (23% + 4% dans le groupe
Vehicle, 21% * 8% dans le groupe composé X, p=0,95) et les transcrits de la rénine (1,1 £ 0,5
dans le groupe Vehicle, 0,9 + 0,7 dans le groupe composé X, p=0,61) (Figure 8C) étaient
identiques entre les groupes, allant a ’encontre d’une cause fonctionnelle par hypovolémie
vraie. L expression de CB1R, quantifiée par RTqPCR de Cnrl, augmentait significativement
(p < 10°®) dans les reins gauches ischémiés par rapport aux reins droits controlatéraux (Figure
8D). Les transcrits de Cnrl n’¢taient pas modifiés par le composé X.

Histologiquement, le composé X réduisait significativement la fibrose interstitielle 3,2 + 0,8
dans le groupe Vehicle, 1,6 £ 0,5 dans le groupe composé X, p=0,002) (Figures 9A, 9D, 9E).
La fibrose interstitielle était significativement corrélée a la fonction rénale évaluée par la
créatininémie dans ce modele (R=0,66 [0,22-0,88], p=0,008). L’inflammation interstitielle et
les dilatations tubulaires étaient identiques entre les groupes (Figures 9B, 9C, 9F, 9G). Les
transcrits des marqueurs de fibrose (colla2, col3al, tgf-induced) n’étaient pas modifiés par le
composé X. De fagon étonnante, les transcrits de mcpl étaient plus elevés dans le groupe

composé X (1,7 = 1,0) que dans le groupe Vehicle (0,7 £ 0,2 ; p = 0,049). Les autres marqueurs
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macrophagiques de type 1 (iNOS, 1L23) ainsi que les marqueurs macrophagiques de type 2

(argl, mrcl) étaient identiques entre les groupes.
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Figure 8 — L’inhibition pharmacologique de CB1R par le composé X (3 mg/kg) préserve
la fonction rénale dans le modéle d’I/R-CKD (A) La créatininémie est significativement plus
basse chez les souris ayant recu le composé X. (C) L urée n’est pas modifiée par le composé
X. (D) La rénine n’est pas modifiée par le composé X (RTqPCR de ren). (A) L’expression de
CB1R augmente dans les reins gauches ischémiés par rapport aux reins contrbles droits
(RTgPCR de Cnrl). Abréviations : RDC, rein droit contrdle ; RG, rein gauche ischémié ; UA,
unités arbitraires. * p < 0,05 ; *** p < 10, Moyenne + SEM.
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Figure 9 — L’inhibition pharmacologique de CB1R par le composé X (3 mg/kg) prévient la fibrose rénale
dans le modéle d’I/R-CKD (A) Le composé X réduit la fibrose interstitielle (ci, score semi-quantitatif). (B)
L’inflammation cortico-médullaire (score semi-quantitatif) et (C) les dilatations tubulaires ne sont pas modifiées
par le composé X. (D) Fibrose interstitielle d’un rein gauche ischémié du groupe Vehicle, X20, Rouge Sirius. (E)
Fibrose interstitielle d’un rein gauche ischémié du groupe composé¢ X, X20, Rouge Sirius. (F) Dilatations
tubulaires d’un rein gauche ischémié du groupe Vehicle, X20, trichrome de Masson. (G) Dilatations tubulaires
d’un rein gauche ischémié du groupe composé X, X20, trichrome de Masson. (H) Les transcrits du TGFB-induced
ne sont pas modifiés par le composé X. (I) Les transcrits de mepl sont significativement plus élevés dans le groupe
composé X (p=0,049). (J & M) Les autres transcrits des macrophages de type M1, (J) iNOS et (K) 1L23 ne sont pas
modifiés par le composé X. Les transcrits des macrophages de type M2, (L) argl et (M) mrcl ne sont pas modifiés
par le composé X. Abréviations : RDC, rein droit contrdle ; RG, rein gauche ischémié ; UA, unités arbitraires. * p
< 0,05. Moyenne + SEM. Scale bars 50 pM.
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3.3.6 — Caractérisation de la lignée CNRO Pax8-LCl.cre:

délétion tubulaire induction de Cnrl

Afin de préciser in vivo le role des cellules tubulaires dans la réduction de la fibrose médiée par
I’inhibition de CBIR, nous avons développé des souris transgeniques avec inhibition tubulaire
inductible de Cnr1 par inter-croisement des souris Pax8-LC1.cre avec les souris CNRO (Figure
10A). Le DFG mesuré des souris Cnr1'®/1ox pax8-L.C1.cre aprés induction de la délétion par
administration de doxycycline restait identique & celui des souris Cnr1*'* Pax8-LC1.cre (Figure

10B).
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Figure 10 — Caractérisation de la lignée CNRO Pax8-LC1.cre. (A) Construction génétique.
(B) La délétion tubulaire de Cnrl ne modifie par la fonction rénale basale des souris ; DFG
mesuré par clairance de la sinistrin-FITC. (C) L’expression de CB1R évaluée par RTqPCR de
Cnrl est significativement diminué dans les reins gauches ischémiés des souris Cnr1'°1o* pax8-
LC1.cre (n=7) par rapport aux souris Cnr1** Pax8-LC1.cre (n=6) (D) ainsi que dans les reins
gauches obstrués des souris Cnr1'®/ pax8-LC1.cre (n=7) par rapport aux souris Cnr1*"* Pax8-
LC1l.cre (n=6). Abréviations : DFG, débit de filtration glomérulaire ; I/R-CKD, modele de
maladie rénale chronique apres ischémie reperfusion avec néphrectomie retardée ; UA, unités
arbitraires ; UUO, obstruction urétérale unilatérale. ** p < 0,01 ; *** p < 10 ; Moyennes *
SEM.
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Nous avons contrblé I’efficacité de la délétion par étude des transcrits de Cnrl apres ischémie-
reperfusion (Figure 10C) et obstruction urétérale unilatérale (Figure 10D). Dans ces deux
modeles expérimentaux, les transcrits de Cnrl étaient significativement diminués chez les
souris Cnr1'®/x pax8-L.C1.cre par rapport aux souris Cnr1** Pax8-LC1.cre (respectivement
1,0 £ 0,57 versus 0,21 + 0,10 dans I'l/R-CKD, p < 0,01 ; et 1,0 £ 0,92 versus 0,10 + 0,10 dans
1’UUO, p < 10%). Nous n’avons pas pu réaliser d’immunomarquage CB1R dans ces mod¢les
faute d’anticorps fiable disponible actuellement. Une analyse des transcrits de Cnrl dans

chacun des compartiments rénaux apres microdissection laser des prélévements est en cours.

3.3.7 — L’inhibition tubulaire de CB1R aggrave la fonction rénale

dans le modéle d’I/R-CKD

Nous avons étudié I’impact de la délétion tubulaire spécifique de CB1R sur la fonction rénale
dans le modele d’I/R-CKD (Figure 11A). Contrairement a ce que nous attendions, la
créatininémie et 1’urée plasmatique étaient significativement plus élevées dans le groupe Pax8-
LC1.cre Cnr1'®/1°% (respectivement 155 + 61 umol/L et 91 + 28 mmol/L) que dans le groupe
Pax8-LC1.cre Cnr1*'"* (respectivement 65 + 59 pmol/L et 46 + 38 mmol/L, p=0.03 et 0.05),
traduisant une insuffisance rénale plus sévére chez les souris ayant une délétion tubulaire de
CBI1R (Figures 11B et 11C). La perte de poids et les transcrits de la rénine étaient identiques
dans les deux groupes, écartant I’hypotheése d’une insuffisance rénale par hypovolémie vraie
(Figures 11D et 11E).

La délétion tubulaire de CBIR s’accompagnait également d’une aggravation des Iésions
histologiques. La fibrose interstitielle était plus importante dans le groupe Pax8-LC1l.cre
Cnr1'™/x(2 8 + 0,8) que dans le groupe Pax8-LC1.cre Cnri** (1,4 + 0,5, p=0,008) (Figure
12A), de méme que les transcrits du TGFf-induced (p=0,03) (Figure 12D). Dans ce modéle

également, la fibrose interstitielle était significativement et positivement corrélée avec la
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créatininémie (R=0,74 [0,33-0,92], p=0,004). L’infiltrat myofibroblastique corticomédullaire,
évalué aprés immunomarquage aSMA, tendait également a étre plus marqué dans le
groupe Pax8-LC1.cre Cnr1'®/1%¢(5 8 + 0,4) que dans le groupe Pax8-LC1.cre Cnr1*'* (5,0 +
0,8, p=0,07) (Figure 12C). Les lésions tubulaires, incluant les dilatations tubulaires et la
présence de cylindres intratubulaires, étaient également plus importantes dans le groupe Pax8-
LC1.cre Cnr1'®/° (6,3 + 0,8) que dans le groupe Pax8-LC1.cre Cnr1*'* (4,9 + 0,7, p=0,01)

(Figures 12B, 12E et 12F).

Lors de I’inhibition globale de CB1R, tant génétique que pharmacologique, I’inflammation
¢tait, au moins en microscopie optique, identique entre les groupes. Dans le mod¢le d’I/R-CKD
avec inhibition tubulaire spécifique de CB1R au contraire, 1’inflammation cortico-médullaire
était plus importante dans le groupe Pax8-LC1.cre Cnr1'®/* (3,7 + 0,8) que dans le groupe
Pax8-LCl.cre Cnr1** (2,1 £ 0,9, p=0,04) (Figure 13A). L’infiltrat inflammatoire était
majoritairement macrophagique, mis en évidence par I'immunomarquage F4/80 (5,3 + 0,8 dans
le groupe Pax8-LC1.cre Cnr1'o/° versus 3,9 + 0,9 dans le groupe Pax8-LCl.cre Cnri*/*,
p=0,02) (Figure 13B). L’infiltrat lymphocytaire, étudié par immunomarquage CD3, était
minime (<5% des cellules inflammatoires) et identique entre les groupes. L’étude par RTqPCR
a montré que les transcrits de mcpl, iNOS et mrcl n’étaient pas modifiés par I’inhibition
tubulaire de CB1R (Figures 13C a 13E). Seuls les transcrits d’argl étaient significativement

plus élevés dans le groupe Pax8-LC1.cre Cnr1'®/° (p=0,005) (Figure 13F).
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Figure 11 — La délétion tubulaire de CB1R aggrave ’insuffisance rénale dans I’l/R-CKD.
(A) Plan expérimental. (B) La créatinine plasmatique et (C) I'urée plasmatique sont
significativement plus élevées chez les souris Cnr1'®/™ Pax8-LC1.cre (n=6) par rapport aux
souris Cnr1*"* Pax8-LCl.cre (n=7). (D) La perte de poids et (E) I’expression de la rénine
évaluée par RTgPCR des transcrits de ren dans les reins gauches ischémiés ne sont pas
modifiées par la délétion tubulaire de CB1R. Abréviations : CB1R, récepteur cannabinoide de
type 1 ; UA, unités arbitraires ; * p < 0,05 ; Moyennes = SEM.
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2 — de C rave la fibrose interstitielle et les lésions
tubulaires dans I’I/’R-CKD. (A) Les scores de fibrose interstitielle (ci, score semi-quantitatif)
et (B) les Iésions tubulaires (dilatations tubulaires + cylindres tubulaires, score semi-quantitatif)
sont significativement plus élevés chez les souris Cnr1'®/1o* pax8-L.C1.cre (n=6) par rapport
aux souris Cnr1** Pax8-LCl.cre (n=7). (C) Immunomarquage a-SMA des reins gauches
ischémiés, score semi-quantitatif (p=0,07). (D) Les transcrits du TGFp-induced sont
significativement plus élevés dans les reins gauches ischémiés des souris Cnr1'o/™ paxg-
LC1.cre (n=6) par rapport aux souris Cnr1*"* Pax8-LC1.cre (n=7). (E) Vue a faible grossissement
(X10) du rein gauche ischémié d’une souris Cnr1** Pax8-LC1.cre, trichrome de Masson. (F) Vue &
faible grossissement (X10) du rein gauche ischémié d’une souris Cnr1f1o¥1oX paxg-1 C1.cre, trichrome
de Masson.

Abréviations : CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; UA, unités arbitraires
*p<0,05;* p<0,01; Scale bars 100 uM. Moyennes =+ SEM.
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Figure 13 — La délétion tubulaire de CB1R aggrave I’inflammation a la phase tardive de
I’I/R-CKD. (A) L’inflammation (score semi-quantitatif) et (B) I’infiltrat macrophagique
cortico-medullaire évalué par un immunomarquage F4/80 (score semi-quantitatif) sont
significativement plus importants dans les reins gauches ischémiés des souris Cnr1'/1o* pax8-
LC1.cre (n=6) par rapport aux souris Cnri*"* Pax8-LC1.cre (n=7). (C-D) Les transcrits des
macrophages de type M1, (C) mcpl et (D) iNOS ne sont pas modifiés par la délétion tubulaire
de CB1R. (E) Les transcrits de 1’argl, marqueur des macrophages de type M2, sont
significativement plus élevés dans les reins gauches ischémiés des souris Cnr1'*1o* paxs-
LC1.cre (n=6) par rapport aux souris Cnr1** Pax8-LC1.cre (n=7). (F) Les transcrits de mcp1,
marqueur macrophagique de type 2, ne sont pas modifiés par la délétion tubulaire de CB1R.
Abréviations : CB1R, récepteur cannabinoide de type 1 ; UA, unites arbitraires

*p<0,05;* p<0,01; Moyennes = SEM.
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Afin de confirmer le réle délétére de I’inhibition sélective tubulaire de CB1R, nous avons
réalisé un modele expérimental murin d’obstruction urétérale unilatérale (Figure 14A). Comme
dans I’'I/R-CKD, la fibrose interstitielle par analyse morphométrique apres coloration par le
rouge Sirius était significativement plus marquée dans les reins gauches obstrués du groupe

Pax8-LC1.cre Cnr1'®%(6,6% + 0,4%) que du groupe Pax8-LC1.cre Cnr1*'* (4,6% + 0,8%, p=0,002)

(Figure 14B).
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Figure 14 — La délétion tubulaire de CB1R aggrave la fibrose rénale a la phase tardive de
I’obstruction urétérale unilatérale. (A) Modéle expérimental. (B) La fibrose interstitielle
corticale des reins gauches obstrués évaluée par analyse morphométrique apres coloration par
le Rouge Sirius est plus importante dans le groupe Cnr1'®/1®* pax8-LC1.cre (n=6) que dans le
groupe Cnrl1*"* Pax8-LCl1.cre (n=7 ; p=0,002).

**p<0,01

3.3.8 — Le blocage pharmacologique de CB1R reéeduit la synthese

de collagene par les myofibroblastes in vitro

In vitro, nous avons stimulé des myofibroblastes primaires murins avec du TGFp (5 ng/mL) et
étudié les conséquences du blocage pharmacologique de CB1R par le JD5037 (100 ng/mL) et
le composé X (50 ng/mL) sur les transcrits de cnrl et de col3al. Le JD5037 et le composé X
réduisaient significativement les transcrits de cnrl (p=0,049) mais également les transcrits de
col3al (p-value respectivement 0,03 et 0,008) (Figures 16A et 16B).

De nombreuses données de la littérature ainsi que nos observations des cellules suggeérent que
le blocage de CB1R impacte les capacités de prolifération et de migration des myofibroblastes.

Nous avons essay¢ d’étudier I’incorporation du 5-éthynyl-2'-déoxyuridine (EdU) et du Ki67 :
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les myofibroblastes primaires ont résisté aux différents protocoles de fixation et de
perméabilisation ou ont été detruits par ceux-ci. Ces approches ne nous ont donc pas permis
jusqu’a présent de répondre a la question. Pour étudier le role de CB1R sur les propriétes
migratoires des myofibroblastes, nous avons développé des techniques de Live imaging. Les

experimentations sont en cours.
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Figure 15 — In vitro, le blocage pharmacologique de CB1R réduit la synthése de collagéne par les
myofibroblastes primaires murins. (A) Le JD5037 (100 ng/mL) et le composé X (50 ng/mL) réduisent
significativement les transcrits de Cnrl (RTqPCR aprés 24h de traitement, 3 expériences indépendantes,
n=1 a 2/expérience). (B) Le JD5037 (100 ng/mL) et le composé X (50 ng/mL) réduisent
significativement les transcrits de col3al (RTQPCR aprés 24h de traitement, 3 expériences
indépendantes, n=1 a 2/expérience).

3.4 — Discussion

Nous avons montré que I’inhibition globale de CBIR, qu’elle soit génétique ou
pharmacologique, prévenait la maladie rénale chronique a la phase tardive de 1’ischémie
reperfusion dans un modele d’T/R-CKD. Pour la premiére fois dans un modéle expérimental
murin de néphropathie chronique d’origine non métabolique, nous avons montré que des
inhibiteurs périphériques de CB1R de seconde génération (le JD5037) et de troisieme
géneration (le composé X) réduisaient aussi bien I’insuffisance rénale que la progression de la
fibrose interstitielle. Ces résultats sont concordants avec ceux de Lecru et al. (2015) qui ont

montré que I’inhibition de CBIR réduisait la fibrose rénale dans I’'UUO. Dans le travail de
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Lecru et al. (2015) cependant, la présence du rein sain controlatéral ne permettait pas d’étudier
la fonction rénale. De plus, la molécule utilisée pour le blocage pharmacologique de CB1R était
le rimonabant, un inhibiteur de premiére génération qui a été retiré du marché en raison de ses
effets secondaires neuropsychiatriques séveres.

Les raisons pour lesquelles nous avons choisi d’utiliser le modéle expérimental murin d’I/R-
CKD sont détaillées dans le paragraphe 5.3 de I’introduction générale. Nos résultats ont
confirmé la pertinence de ce choix. En effet, nous n’avons pas mis en évidence d’élévation
significative des transcrits de Cnrl entre le rein contrdle droit et le rein ischémié gauche a la
phase aigué de I’I/R, et ce jusqu’a 72h aprés I’intervention. Nous avons également étudié les
ligands de CB1R a la phase précoce de I’'I/R (deux heures apres ’intervention). A la différence
de ce qui a été rapporté dans I’'UUO (Lecru et al., 2015), nous n’avons pas mis en évidence de
modification du 2-AG, le ligand principal de CB1R. La concentration des autres ligands (2-AG
éther, AEA, docohexanoyl éthanolamide, palmitoyl éthanolamide et oléamide) était également
trés faible et n’était pas non plus modifiée. Enfin, dans I’'I/R-AKI, la délétion génétique de
CB1R ne modifiait ni la dysfonction rénale ni I’intensité des lésions histologiques. Les données
de la littérature montrent que CBIR est faiblement exprimé chez I’homme et chez les rongeurs
dans le parenchyme rénal normal (Barutta et al., 2010; Deutsch et al., 1997; Janiak et al., 2007;
Jenkin et al., 2010; Koura et al., 2004; Larrinaga et al., 2010; Lecru et al., 2015; Mukhopadhyay
etal., 2010; Namet al., 2012; Shire et al., 1995; Silva et al., 2013). Tous ces éléments renforcent
donc I’hypothése selon laquelle CBIR ne joue pas de rdle dans I’'IRA, son recrutement étant
plus tardif. Le modéle expérimental que nous avons utilisé présentait donc de nombreux
intéréts. 1l nous a permis non seulement de reproduire la transition IRA-MRC, situation
fréquente en pratique clinique discutée dans la partie 5 de I’introduction générale (Bao et al.,
2018; Fu et al., 2018; Ruiz-Ortega et al., 2020; Scarfe et al., 2019) et d’évaluer la fonction

rénale, mais également d’étudier spécifiquement 1’impact du blocage de CBIR dans la MRC,
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CBIR n’étant pas recruté a la phase précoce de I’I/R. Nous avions également étudié¢ I’impact
du blocage génétiqgue de CB1R dans un modéle de glomérulonéphrite aigué induite par
administration de sérum néphrotoxique (données non présentées) selon un protocole
experimental utilisé dans notre laboratoire (Mesnard et al., 2009). Ce modele ne permettait pas
d’observer d’infiltrat myofibroblastique ni le développement de 1ésions de fibrose interstitielle.
Alors que les transcrits de Cnrl augmentaient significativement aprés I’administration du sérum
néphrotoxique, I’invalidation génétique de CB1R restait sans effet sur le syndrome néphrotique,
sur la fonction rénale et sur 1’atteinte histologique. Ce résultat renforce notre hypothése selon
laguelle CB1R ne joue pas de role a la phase aigué des maladies rénales.

Le protocole expérimental initial d’I/R-CKD (Figure 3A) a été mis au point sur des souris de
fond mixte CD1/C57BI/6J a partir de 5 backcross. La néphrectomie droite était réalisée deux
semaines aprés I’I/R gauche. Retarder la néphrectomie permettait en effet d’une part de
s’affranchir de la mortalité liée a I’IRA initiale, d’autre part d’aggraver les 1ésions chroniques,
le flux sanguin rénal étant dirigé de facon préférentielle vers le rein sain controlatéral (Fu et al.,
2018; Gao et al., 2013; Scarfe et al., 2019). Le sacrifice intervenait 4 semaines apres la
néphrectomie droite, c’est-a-dire 6 semaines aprés I'I/R gauche. La premiere série
expérimentale d’I/R-CKD comparant les souris Cnrl” et les souris WT issues des mémes
portées a été faite sur le fond mixte CD1/C57BI/6J a partir de 5 backcross. Les expériences
suivantes, notamment celles évaluant I’impact du blocage pharmacologique périphérique de
CB1R par le JD5037 et le composé X, ont quant a elles été faites sur fond congénique pur
C57BI/6J (> 9 backcross). Le fond génétique des souris module leur sensibilité aux modeéles
expérimentaux et les souris congéniques pures sur un fond génétique C57BI/6J sont plus
sensibles aux agressions rénales (Ma & Fogo, 2003; Nogueira et al., 2017). Nous avons de ce
fait observé une importante augmentation de la mortalité aprés la néphrectomie droite, qui

n’¢était pas modifiée par le blocage de CB1R. Nous avons donc réduit la durée du modele
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experimental de 6 semaines a 17 jours (Figure 4A). Ce délai restait néanmoins suffisant pour
observer le développement de lésions marquées de fibrose interstitielle. L’inhibition globale de
CB1R, aussi bien génétique que pharmacologique, réduisait significativement la fibrose
interstitielle dans ce nouveau modeéle expérimental (respectivement 1,7 + 0,7 dans le groupe
Cnr1” versus 3,1 + dans le groupe WT, p=0,02 ; 1,3 + 0,5 dans le groupe JD5037 versus 2,3 +
0,8 dans le groupe controle, p=0,03 ; et 1,6 = 0,5 dans le groupe composé X versus 3,0 + 0,8
dans le groupe contrdle, p=0,002). De plus, tant le JD5037 que le composé X réduisaient
significativement I’insuffisance rénale, avec une efficacité comparable d’environ 50%
(créatininémie respectivement 87 + 56 umol/L dans le groupe JD5037 versus 167 + 58 umol/L
dans le groupe contréle, p=0,03 ; et 120 £ 75 umol/L dans le groupe composé X versus 211 +
53 umol/L dans le groupe contréle, p=0,03). Les inhibiteurs périphériques de CB1R sont de
sérieux candidats dans la prise en charge de la MRC, comme discuté dans la partie 4 de
I’introduction générale. A ’inverse des inhibiteurs de premiere génération, ils ne traversent pas
la barriere hémato-encéphalique, prévenant ainsi le risque d’effets indésirables
neuropsychologiques (Cinar et al., 2020). Des études précliniques de toxicité du JD5037 ont
déja éte réalisées chez les rats et les chiens (Kale et al., 2019). Il n’a pas été mis en évidence
d’effets indésirables de la molécule avec des posologies tres supérieures a celle que nous avons
utilisé, allant jusqu’a 150 mg/kg/j chez les rats et jusqu’a 75 mg/kg/j chez les chiens. Nous
I’avons utilisé a la dose de 3 mg/kg/j sans constater d’effet indésirable. Nous n’avons pas non
plus relevé d’effets indésirables liés au composé X au cours de I’I/R-CKD. Les points limites,
incluant la mortalité et la perte de poids, étaient identiques chez les souris traitées par les
inhibiteurs pharmacologiques de CB1R et dans les groupes contréles. Des modifications de la
permeabilité de la barriere hémato-encéphalique pouvant survenir au cours de I’'TRA (Burek et

al., 2020; M. Liu et al., 2008; Malek, 2018; Ratliff et al., 2013), des études spécifiques de
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tolérance des inhibiteurs périphériques de CB1R dans ce contexte mériteraient cependant d’étre
conduites.

Une réduction de la fibrose interstitielle rénale était observée dans tous les modéles d’I/R-CKD
avec blocage de CB1R, aussi bien génétique que pharmacologique, indépendamment du délai
entre I’I/R et le sacrifice. Cependant, dans le modéle d’I/R-CKD comparant les souris Cnrl”
et leurs contrbles WT, les résultats sur la fonction rénale dépendaient du délai entre I’I/R et le
sacrifice. Dans les premiéres expériences réalisées sur les souris de fond mixte CD1/C57BI/6J,
moins sensibles aux agressions rénales et sacrifiées 6 semaines aprés I’I/R, la fonction rénale
était significativement meilleure dans le groupe Cnr1” (créatininémie 27 + 9 pmol/L versus 43
+ 23 umol/L dans le groupe WT, p=0,03). En revanche, dans les expériences réalisées sur les
souris de fond congénique pur C57BI/6J (> 9 backcross) sacrifiées 17 jours aprés I'I/R,
I’inhibition génétique de CBIR n’améliorait pas la fonction rénale. L’étude histologique a
révelé que les animaux présentaient encore des lésions tubulaires aigués marquées 17 jours
apres I’I/R. La créatininémie au moment du sacrifice était significativement et positivement
corrélée avec les lésions aigués (R=0,48 [0,01-0,78], p=0,047). Contrairement a ce que nous
avons pu observer dans d’autres séries, il n’y avait pas de corrélation entre la créatininémie et
la fibrose interstitielle dans ce modele. De facon toute a fait intéressante cependant, la
créatininémie tendait a étre corrélée avec la fibrose interstitielle chez les souris WT (p=0,12)
alors qu’elle tendait a étre corrélée avec les Iésions aigués chez les souris Cnr1” (p=0,09). Un
sacrifice plus tardif aurait donc peut-étre permis aux souris Cnrl” de cicatriser des Iésions
tubulaires aigués et d’améliorer leur fonction rénale.

Il est egalement possible que I’amélioration de la fonction rénale observée lors du blocage
pharmacologique de CB1R soit favorisée par des effets non canoniques (i.e. indépendants de
CB1R) des inhibiteurs et médiée en partie par un meilleur contréle de 1’inflammation

interstitielle rénale. Au cours de I’UUO en effet, Lecru et al. (2015) ont montré que le blocage
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pharmacologique de CB1R par le rimonabant réduisait I’infiltrat inflammatoire mais que le
blocage génétiqgue de CB1R ne le modifiait pas, suggérant un effet non-canonique du
rimonabant. Dans I’Il/R-CKD, le JD5037 réduisait significativement I’infiltrat macrophagique
évalué par I’immunomarquage F4/80. La suite de notre projet prévoit de compléter
I’exploration de I’infiltrat macrophagique avec un immunomarquage F4/80 dans toutes les
séries d’I/R-CKD (blocage génétique de CB1R et blocage pharmacologique de CB1R par le
composé X).

Au plan physiopathologique, comme précédemment discuté dans les paragraphes 3.3 de
I’introduction générale et 2.3 des résultats expérimentaux, la contribution relative des différents
types cellulaires impliqués dans la modulation de la fibrose médiée par CB1R reste débattue.
Tant chez I’homme au cours de diverses néphropathies, incluant la DCA (Dao et al., 2019), que
chez I’animal au cours de ’UUQ, I’expression prédominante de CB1R est tubulaire (Lecru et
al., 2015). Notre projet prévoyait de préciser par immunohistochimie la topographie de
I’expression de CBIR dans I’'I/R-CKD mais nous n’avons pas trouvé d’anticorps commerciaux
anti-CB1R fiables. CB1R étant une GPCR, elle possede en effet de nombreuses homologies de
séquence avec les autres GPCR. Des contrbles positifs et négatifs robustes sont donc
indispensables afin de s’assurer de la spécificité du marquage (Torlakovic et al., 2014, 2015).
Le mode de production de I’anticorps que nous utilisions (Dao et al., 2019; Lecru et al., 2015)
a eté modifié. Nous avons testé les anticorps commerciaux disponibles actuellement. Les
contréles négatifs réalisés sur du tissu de souris Cnrl” sont revenus positifs, soulignant
I’absence de spécificité de ces anticorps.

Dans 1I’UUO, Lecru et al. (2015) ont montré que le blocage de CB1R reduisait la fibrose
interstitielle par une action directe paracrine/autocrine sur les myofibroblastes ; que le blocage
génétique ou pharmacologique de CB1R ne modifiait pas les Iésions histologiques tubulaires et

qu’in vitro, CB1R ne jouait pas de role dans la synthése de collagéne par les HK2 apreés
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stimulation par le TGFp. Il faut cependant souligner que les HK2 sont une lignée cellulaire
immortalisée dans laquelle 1’expression basale de CB1R est trés supérieure a ce qui peut étre
observé in vivo sur des tubules sains, qui expriment peu voire pas CB1R. Contrairement a ce
que Lecru et al. (2015) ont observé apres stimulation par le TGFf, dans un modele in vitro de
fibrose médiée par le tacrolimus, le blocage de CB1R réduisait la synthése de collagéne par les
cellules tubulaires, qu’il s’agisse de PTEC murines ou d’HK2 (Dao et al., 2019). Dans un
modele de néphropathie associée a 1’obésité, Udi et al. (2017) ont montré que 1’inhibition
tubulaire spécifiqgue de CB1R réduisait les lésions rénales en favorisant la B-oxydation des
acides gras dans les PTEC. Il est donc possible que 1’amélioration médiée par le blocage de
CB1R dans ce modele soit due au controle des parametres métaboliques locaux.

Afin de préciser la contribution des cellules épithéliales tubulaires dans la modulation de la
fibrose médiée par CB1R, nous avons étudi¢ ’effet de la délétion tubulaire spécifique de CB1R
dans le modele d’I/R-CKD. En I’absence d’anticorps fiable disponible actuellement pour une
étude immunohistochimique, la microdissection laser des compartiments tubulaires et
glomérulaires nous permettra de confirmer que I’absence d’expression de CB1R est restreinte
aux cellules tubulaires. De facon inattendue, la délétion tubulaire de CB1R aggravait
I’insuffisance rénale, la fibrose interstitielle, les 1ésions tubulaires et I’infiltrat inflammatoire.
Des résultats similaires étaient observes 15 jours apres une UUO : la délétion tubulaire de CB1R
aggravait la fibrose interstitielle. L’effet anti-fibrosant du blocage de CB1R est donc
vraisemblablement médié¢ par I’inhibition myofibroblastique de CB1R. Pour confirmer cette
hypothése et répondre a la question, nous avons développé une nouvelle lignée transgénique
murine permettant d’inhiber CBIR dans les myofibroblastes, la lignée CNRO PO.cre.
L’aggravation de la MRC constatée lors du blocage tubulaire spécifique de CB1R dans deux
modeéles expérimentaux différents suggére que CBI1R pourrait étre impliqué dans les

mécanismes de réparation épithéliale tubulaire aprés une agression aigué et dans la préservation
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du phénotype épithélial. Le réle de CB1R dans la différenciation cellulaire a été montré dans
d’autres organes, notamment le cerveau, les canaux biliaires et les adipocytes (Hebert-Chatelain
et al., 2016; Lipina et al., 2014; Tedesco et al., 2010; Teixeira-Clerc et al., 2006). Nous avons
extrait des cellules tubulaires proximales murines de souris Cnr1™ et de souris WT issues des
mémes portées. Ces cellules nous permettront de préciser in vitro les différences phénotypiques
liées a I’inhibition de CB1R et de caractériser la réponse €pithéliale tubulaire a une agression.
De la méme maniére, il est tout a fait possible que CB1R favorise la différenciation
myofibroblastique et, par suite, la synthese des protéines de la MEC, en particulier du collagéne,
par les myofibroblastes. In vitro, Lecru et al. (2015) ont déja montré que le blocage de CB1R,
qu’il soit génétique ou pharmacologique avec le rimonabant, réduisait la synthése de collagene
par les myofibroblastes. Nous avons confirmé cet effet avec les inhibiteurs périphériques de
CB1R de seconde et de troisieme genération. Les résultats de notre travail et les hypothéses

souleveées par celui-ci sont synthétisés dans la Figure 16.
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Blocage global de CB1R (génétique ou pharmacologique)
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Figure 16 — Synthése des principaux résultats et perspectives
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Un nombre croissant de travaux scientifiques démontrent que CB1R participe a la fibrogenese
rénale, qu’elle soit d’origine métabolique ou non et que le blocage de CB1R pourrait constituer
une nouvelle piste thérapeutique dans la prise en charge de la MRC. Les résultats présentés ici
renforcent cette hypothése.

Dans une étude translationnelle chez I’homme, nous avons montré que I’expression de CBIR
augmentait fortement au cours de la DCA. Il existait 3 mois aprés la greffe une corrélation
positive entre I’expression de CBIR et la fibrose interstitielle. CB1R pourrait donc é&tre un
marqueur prédictif du développement de la fibrose interstitielle et de la DCA.

In vivo, dans un modele expérimental murin d’I/R-CKD, nous avons montré que le blocage
génétique global ou pharmacologique de CB1R prévenait la MRC. La préservation de la
fonction rénale était plus marquée lorsque nous utilisions des inhibiteurs de deuxiéme (le
JD5037) ou de troisieme génération (le composé X) par rapport au blocage génétique. Dans
tous les cas, le blocage de CB1R réduisait significativement la fibrose interstitielle mais n’avait
pas de conséquence sur la séverité des lésions tubulaires. In vitro, I’inhibition pharmacologique
de CB1R réduisait la synthese de collagene par les myofibroblastes.

De facon inattendue, I’induction d’une délétion de CBIR restreinte aux cellules tubulaires
rénales aggravait aussi bien la fonction rénale que la fibrose interstitielle et les lésions tubulaires
dans le modele d’I/R-CKD. Ce résultat surprenant a été confirmé dans un modele d’UUO.
L’effet protecteur du blocage global de CB1R est donc probablement lié a un effet prépondérant
sur les myofibroblastes. 1l est possible que CB1R joue un réle protecteur dans la réparation des
cellules épithéliales au cours de la nécrose tubulaire aigué. Des travaux supplémentaires sont
nécessaires afin de caractériser plus finement le réle de CB1R dans les myofibroblastes et dans
les cellules tubulaires. L’étude comparative du phénotype et des propriétés de migration, de

prolifération, de réponse au TGFP, de cultures primaires murines myofibroblastiques et
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tubulaires Cnr1** et Cnrl” permettra d’apporter des éléments de réponse. L'utilisation d’une
lignée murine transgénique avec délétion myofibroblastique de CB1R permettra également de
mieux documenter la contribution de 1’inhibition myofibroblastique de CBIR dans la réduction
de la MRC.

Enfin, les voies de signalisation engagées dans la fibrogenese rénale médiee par CB1R ne sont
pas connues. Les explorer permettrait d’adapter au mieux la modulation pharmacologique de
CB1R.

Au total, il existe un nombre croissant d’arguments suggérant un role de CBIR dans de
nombreuses pathologies rénales. Il semble que CB1R favorise la fibrogenese rénale au cours de
néphropathies métaboliques et non métaboliques. Le rimonabant, un antagoniste CB1R de
premiére génération, a été brievement utilisé en clinique mais son utilisation a été arrétée en
raison d’importants effets secondaires neuropsychiatriques et il a été définitivement retiré du
marché en 2008. A ce jour, des antagonistes de CB1R de deuxieme et de troisieme génération,
ne traversant pas la barriere hémato-méningée, sont en cours de développement. Les données
expérimentales dans les néphropathies d’origine métabolique sont prometteuses et nos travaux
dans I’I/R-CKD suggeérent que ces molécules pourraient également prévenir la progression de
la fibrose rénale au cours de néphropathies d’origine non métabolique. L’industrie a bien
compris le potentiel thérapeutique de ces molécules et certaines sont d’ores et déja en cours
d’évaluation clinique chez I’homme, dans des études de phases I et Ila. Ainsi, le blocage
pharmacologique de CBI1R pourrait constituer un nouvel outil dans la prise en charge

thérapeutique de la maladie rénale chronique, indépendamment de son origine métabolique.
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Chronic kidney disease (CKD) concerns millions of individuals worldwide, with few
therapeutic strategies available to date. Recent evidence suggests that the
endocannabinoid system (ECS) could be a new therapeutic target to prevent CKD.
ECS combines receptors, cannabinoid receptor type 1 (CB1R) and type 2 (CB2R), and
ligands. The most prominent receptor within the kidney is CB1R, its endogenous local
ligands being anandamide and 2-arachidonoylglycerol. Therefore, the present review
focuses on the therapeutic potential of CB1R and not CB2R. In the normal kidney, CB1R
is expressed in many cell types, especially in the vasculature where it contributes to the
regulation of renal hemodynamics. CB1R could also participate to water and sodium
balance and to blood pressure regulation but its precise role remains to decipher.
CB1R promotes renal fibrosis in both metabolic and non-metabolic nephropathies. In
metabolic syndrome, obesity and diabetes, CB1R inhibition not only improves metabolic
parameters, but also exerts a direct role in preventing renal fibrosis. In non-metabolic
nephropathies, its inhibition reduces the development of renal fibrosis. There is a growing
interest of the industry to develop new CB1R antagonists without central nervous side-
effects. Experimental data on renal fibrosis are encouraging and some molecules are
currently under early-stage clinical phases (phases | and lla studies). In the present review,
we will first describe the role of the endocannabinoid receptors, especially CB1R, in renal
physiology. We will next explore the role of endocannabinoid receptors in both metabolic
and non-metabolic CKD and renal fibrosis. Finally, we will discuss the therapeutic potential
of CB1R inhibition using the new pharmacological approaches. Overall, the new
pharmacological blockers of CB1R could provide an additional therapeutic toolbox in
the management of CKD and renal fibrosis from both metabolic and non-metabolic origin.

Keywords: cannabinoid, cannabinoid receptor type 1, chronic kidney disease, endocannabinoids, renal fibrosis
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INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) is an important problem
worldwide and remains a burden for public health (1). CKD
corresponds to the replacement of renal functional tissue by
extracellular matrix proteins that progressively and irreversibly
alter renal function, ie renal fibrogenesis. Although only 1% of
people with CKD reach end-stage renal disease (ESRD), it remains
the most expensive of chronic diseases and significantly reduces
lifespan (1). To date, only the renin angiotensin system (RAS)
blockade using either angiotensin converting enzyme inhibitors or
angiotensin II receptor blockers has been shown to be effective in
slowing the progression of CKD (2). Recently, new therapeutic
classes have improved the management of diabetic nephropathy,
which is the main cause of CKD and ESRD worldwide (3),
particularly sodium glucose co-transporter 2 (SGLT2) inhibitors
(4-8) and glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R) agonists (9,
10). SGLT2 inhibitors can prevent CKD progression, ESRD and
death from renal or cardiovascular causes and are currently
approved for use in adults with type 2 diabetes by the U.S. Food
and Drug Administration. Interestingly, SGLT2 inhibitors could
be efficient regardless of the presence or absence of diabetes (4-8).
There is therefore a critical need for new therapeutics in CKD
especially in non-metabolic nephropathies. A growing body of
evidence suggests that the endocannabinoid system (ECS) could
be a new therapeutic target to prevent CKD (11-18). The ECS
includes two receptors, the cannabinoid receptor type 1 (CBIR)
and the cannabinoid receptor type 2 (CB2R), and about sixty
endogenous ligands. The foremost exogenous ligand is A9-
tetrahydrocannabinol (A9-THC). CB1R was the first
endocannabinoid receptor to be identified within the brain (19).
CBIR belongs to the 7-transmembrane regions receptor family
and is a G-protein coupled receptor (19, 20). CBIR is best known
to be involved in the regulation of addictive behavior, emotional
behavior, analgesia, and memory (21, 22). CB1R is also involved in
metabolic pathways in peripheral tissues (11, 23). A second G-
protein coupled receptor, CB2R, was later discovered. CB2R is

Abbreviations: 2-AG, 2-arachidonoylglycerol; ACC, acetyl-CoA carboxylase;
AEA, anandamide; AMPK, AMP-activated kinase; Ang II, angiotensin II; ATI,
Ang II type 1 receptors; BBB, blood brain barrier; BP, blood pressure; CAD,
chronic kidney allograft dysfunction; CBIR, cannabinoid receptor type 1; CB2R,
cannabinoid receptor type 1; CCR2, CC chemokine receptor 2; CKD, chronic
kidney disease; COX-2, cyclooxygenase type 2; DAGL, sn-1-specific diacylglycerol
lipase; ECS, endocannabinoid system; ESRD, end-stage renal disease; FAAH, fatty
acid amide hydrolase; GFR, glomerular filtration rate; GLUT2, glucose transporter
2; HK2, human proximal tubular cell line; HP, hemopressin; HTN, hypertension;
IHC, immunohistochemical assay; LKBI, tumor suppressor liver kinase BI;
MAGL, monoacylglycerol lipase; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1;
NAPE, N-arachidonoyl phosphatidyl ethanolamine; NAPE-PLD, NAPE-specific
phospholipase D; PIP2, 2-arachidonoyl-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate;
PKA, protein kinase A; PKC, protein kinase C; RAS, renin angiotensin system;
SGLT2, sodium glucose co-transporter 2; SHR, spontancously hypertensive rat;
RPTC, renal proximal tubular epithelial cells; RT-PCR, Reverse transcription and
polymerase chain reaction; SR141716A, rimonabant; STZ, streptozotocin; TAL,
thick ascending limb; THC, tetrahydrocannabinol; TGFf, transforming growth
factor B; TRPVI, transient receptor potential vanilloid type I channels; UUO,
unilateral ureteral obstruction; WB, western blot; WIN, WIN55,212-2; ZDF,
Zucker diabetic fatty.

mainly expressed in the immune system and it contributes to its
regulation (20). The best-known endogenous ligands are N
-arachidonoylethanolamine (anandamide, AEA) and 2-
arachidonoylglycerol (2-AG). Most endogenous ligands are
ecosanoids which derive from phospholipids of cellular
membranes (24, 25). Whereas CBIR expression is low in
normal kidneys (12, 26-28), we previously found that its
expression increased in metabolic CKD but also in non-
metabolic CKD such as IgA nephropathy, acute interstitial
nephritis, and chronic allograft nephropathy (12, 28). Recent
studies have demonstrated that CBIR is involved in CKD
during diabetes and/or obesity (13, 15-18) by its role on
metabolism but also through a direct action on podocytes and
tubules. Activation of CBIR enhances oxidative stress,
inflammation, and fibrosis within the kidney, whereas CB2R
exerts opposite effects. However, CB2R agonists do not provide
any additive effect to CB1R inhibition (11, 12). We will therefore
mainly focus on CBIR inhibition as a novel target in CKD. The
first human clinical trials exploring the therapeutic potential of the
ECS were designed to investigate the effect of CBIR inhibition in
obesity and metabolic syndrome. Rimonabant, a CBIR inverse
agonist which belongs to the first generation of CBIR antagonists,
was the first approved for clinical use (29-36). However, due to
central nervous side effects, mainly depression, rimonabant was
withdrawn from the market in 2007. Since then, compounds with
minimal blood brain barrier (BBB) penetration, such as AM645 or
JD5037, have been developed (12, 16, 18, 37-40). Recently, third
generation CBIR antagonists, which are peripherally restricted
dual-target CBIR antagonists, have been designed to improve
therapeutic efficacy by targeting a second pathway involved in the
pathological conditions (37, 41). More and more compounds are
under development to both prevent BBB penetration and enhance
peripheral CBIR inhibition efficacy, including B-Arrestin-2 biased
peripheral CBIR antagonist (42) and CBIR blocking antibodies
(NCT03261739; NCT03900325 clinical studies ongoing). In the
present review, we will first describe the role of the
endocannabinoid receptors, especially CBIR, in renal
physiology. We will next explore the role of endocannabinoid
receptors in both metabolic and non-metabolic CKD and renal
fibrosis. Finally, we will discuss the therapeutic potential of CBIR
inhibition using the newest pharmacological approaches.

THE ROLE OF THE ENDOCANNABINOID
SYSTEM IN RENAL PHYSIOLOGY

The Endocannabinoid System

Within the Kidney

Little is known about the exact role of the ECS within the kidney,
data being rather scarce and controversial (11) (Figure 1). As
previously stated, ECS combines receptors, CB1R and CB2R, and
ligands, the most prominent within the kidney being AEA and 2-
AG. We will first describe what is known within the kidney about
CB1R and CB2R expression, the pathways involved in
endocannabinoid synthesis and the relationship between
cannabinoid receptors and their ligands. Secondly, we will
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(B) Biosynthesis and degradation of anandamide. The pathways that were demonstrated within the kidney are in blue. The other pathways are in black.

(C) Biosynthesis and degradation of 2-arachidonoyl-glycerol. The pathways that were demonstrated within the kidney are in blue. The other pathways are in black.
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detail the role of the ECS in renal physiology and will mainly
focus on the aspects that could be involved in the therapeutic
management of CKD.

The Cannabinoid Receptors Within the Kidney

The cannabinoid receptors expression within the kidney was
studied using transcriptional and protein approaches. Reverse
transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) for Cnrl,

the gene encoding for CBIR, western blot (WB) and
immunohistochemical assays (IHC) demonstrated that CBIR
was present in human and rodents (12-14, 27, 43-48). Assessing
the specificity of proteins expression by IHC and WB, especially
G-protein coupled receptor, needs adequate positive and
negative controls to prevent improper interpretation of results
(49, 50). Therefore, in the present review, we paid particular
attention to the negative and positive controls used to confirm
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staining specificity (Table 1). Whereas CBIR expression was
extremely low in healthy kidneys, we and others found than it
was expressed in many cell types, especially in the vasculature
(12, 26, 43). Its expression was also documented in other parts of
the nephron including glomeruli (podocytes and mesangial cells)
(13, 14, 43, 45) and tubular cells (27, 46, 48) (Figure 1A). Unlike
CBIR, the expression of CB2R within the kidney remains
controversial (52). Several groups failed to detect Cnr2 mRNA,
encoding for CB2R, and to demonstrate protein expression by
WB and IHC (27, 46). Conversely, other groups found that CB2R
may be expressed in normal renal cortex (43, 48, 53). In rats,
Cnr2 mRNA was found in mesangial cells (43). In human and
mice, the pattern of CB2R staining by IHC was suggestive of
podocyte labeling (53). Transcripts and proteins by WB were
also found in human proximal tubular cell line (HK2), suggesting
that CB2R could also be expressed in proximal tubules within the
kidney (48) (Figure 1A). Taken together, these conflicting results
suggest that CB2R is expressed at an extremely low level in
normal kidneys. As previously stated, assessing the protein
expression of G-protein by IHC is very tricky and antibodies
specificity had to be carefully checked (49, 50). Transcriptional
approach is helpful, especially when it targets a specific cell type.
To date, data about the physiological role of CB2R within the
kidney are lacking. Therefore, we will mainly focus on the role
of CBIR.

The Endogenous Ligands of the Endocannabinoid
System Within the Kidney

Whereas AEA was the first endogenous cannabinoid receptor
ligand to be discovered (24), later evidence indicated that 2-AG
was both the most abundant and the most efficacious
endogenous natural ligand for the cannabinoid receptors in
several tissues (54). Data about the main cannabinoid
endogenous ligand within the kidney are contradictory: we and
others found that 2-AG was the main endogenous ligand (12,
44), conversely to authors finding that AEA was more abundant
than 2-AG (26, 43, 55, 56). This difference is possibly explained
by the difference in the renal compartment analyzed in these
studies: while kidney cortex exhibits similar or higher levels of

TABLE 1 | CB1R expression within healthy kidneys.

AEA and 2-AG, AEA is the major endocannabinoid ligand of
CBIR within the medulla.

AEA and 2-AG are eicosanoids that are synthesized on-
demand from arachidonic acid containing phospholipids (57-
59). The main source of AEA depends on the conversion of the
membrane-bound N-arachidonoyl phosphatidyl ethanolamine
(NAPE) (60-64). To date, the exact system responsible for
NAPE’s synthesis within the kidney remains unknown (56).
The next step is the conversion of NAPE to AEA. Several
pathways have been described so far (54, 56, 60, 65). A direct
mechanism involves the conversion of NAPE to AEA by the
NAPE-specific phospholipase D (NAPE-PLD) (66). In addition,
using NAPE-PLD”" mice, at least 3 groups demonstrated that
multi-step NAPE-PDL-independent pathways were also able to
convert NAPE to AEA, involving the formation of intermediate
compounds which are thereafter converted to AEA (Figure 1B)
(67-73). The NAPE-PDL could play a major role within the
kidney as NAPE-PDL”" mice exhibited significantly higher
NAPE level in kidney than wild-type mice (70). The presence
of NAPE-PDL within the kidney was assessed by RT-PCR in
immortalized epithelial cells derived from pig kidney proximal
tubule (LLC-PK1 cells) (74). After biosynthesis, AEA is rapidly
catalyzed by the fatty acid amide hydrolase (FAAH), an integral
membrane serine hydrolase, to form arachidonic acid and
ethanolamine (75, 76). Former studies demonstrated that
FAAH hydrolyzed various N-acylethanolamines with a higher
reactivity toward AEA and that FAAH was ubiquitously present
in various tissues, including the kidney (75, 77, 78). Biochemical
analysis revealed a higher relative FAAH activity in renal cortex
than medulla, which could explain the high content of AEA in
renal medulla (79). In addition to FAAH, other enzymes could
also be involved in the degradation of AEA, such as
cyclooxygenase type 2 (COX-2), lipoxygenases and cytochrome
P450s. All these enzymes are expressed in the kidney (56, 80-84).

As for the biosynthesis of AEA, multiple pathways are involved
in the biosynthesis of 2-AG (64, 85, 86) (Figure 1C). 2-
arachidonoyl-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) is the
main precursor of 2-AG. PIP2 is hydrolyzed by phospholipase C to
form 2-arachidonoyl-diacylglycerol, which is further deacylated

Structure Species Technical approaches References
Whole kidney Human RT-PCR, IHC, WB (27, 47, 51)
Rats RT-PCR, WB (47, 48)
Mice RT-PCR, WB (13, 44)
Endothelial cells Human IHC* (12)
Rats RT-PCR, IHC* (26, 43, 45)
Glomerular cells Rats RT-PCR, IHC (mesangial cells) (43, 45)
Mice RT-PCR, IHC (13, 14)
RT-PCR, IHC**AF (podocytes)
Tubular cells Human IHC (proximal and distal convoluted tubule cells; intercalated cells in the collecting ducts) 27)
RT-PCR, WB (HK2) (48)
Rats WB (TAL tubule cells) (46)

"Mice cnr1”” tissue was used to assess the spedficity of IHC staining (12).

“Specificity of the antibody binging was confirmed by disappearance of the staining when antibody was preabsorbed with a 10-fold excess of control peptide (26).
*Two-photon microscopy revealed a greater immunostaining for CB1R in afferent arterioles compared with efferent arterioles.
CB1R cannabinoid receptor type 1; HK2, human proximal tubular cell fine; IF, immunofluorescence; IHC, immunohistochemistry; RT-PCR, reverse transcnption/polymerase chain

reaction; TAL, thick ascending limb; WB, westem blot.
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by sn-1-specific diacylglycerol lipase (DAGL) toyield 2-AG.2-AG s
thenhydrolyzed to arachidonic acid and glycerol (64). This reaction
can be catalyzed by several enzymes, including monoacylglycerol
lipase (MAGL), FAAH, lipase o-f hydrolase (ABHD) 6 and
ABHDI2. The relative contribution of these enzymes differs
among tissues and cells. Data about the pathways involved in
biosynthesis and degradation of 2-AG in the kidney are scarce.
To our knowledge, only Sampaio et al. demonstrated by RT-PCR
that DAGL and MAGL were expressed in LLC-PK1 cells (74)
(Figure 1C). Other endocannabinoids include N-acyl dopamine
and 2-arachidonyl glyceryl ether, both of which binding strongly
CBIR (87, 88). In addition to lipid compounds, some endogenous
peptides could also bind to cannabinoid receptors. Recent studies
found that hemopressin (HP),a peptide produced by the cleavage of
the o1 chain of hemoglobin, behaved as an inverse agonist of CBIR
(89, 90).

Relationship Between Ligands and the

Cannabinoid Receptors

AEA and 2-AG bind both CBIR and CB2R, although with different
affinities. Both ligands exhibit much higher affinity for CBIR than
for CB2R: Kiof AEA were respectively 61-565 nM for CBIR versus
279-1940 nM for CB2R and Ki of 2-AG were respectively 58-472
nM for CBI1R versus 145-1400 nM for CB2R (43, 54, 91). Numerous
studies demonstrated that endogenous ligands also acted through
non-cannabinoid receptors, the most studied being the transient
receptor potential vanilloid type I channels (TRPV1) (92-100).
TRPV1 belong to the transient receptor potential cation channel
receptor family. Its activation was found to elicit renoprotection in
rodent models of acute kidney injury (AKI) following ischemia/
reperfusion (101-104). AEA could activate TRPV, even though
with a 20-fold lower affinity than CBIR (92, 95, 99). Experimental
studies also demonstrated than AEA directly inhibited T-type
calcium channels (100). Therefore, ECS is a complex system with
numerous ligands lacking specificity and precisely decipher its role

TABLE 2 | Affinity of ligands for CB1R and CB2R.
Ligands Ki for CB1R (nM)

Endogenous ligands

within the kidney remains challenging. However, as stated earlier,
not only CB1R is the main cannabinoid receptor within the kidney,
but also kidneys are enriched in AEA and in enzymes involved inits
metabolism. As AEA had a better affinity for CBIR than for other
receptors, many groups studying the ECS within the kidney used
AEA infusion to explore the role of CBI1R, although non-canonical
effects of AEA may blur the results. Indeed, an effect of AEA through
non-CBIR, such as TRPV1, could not be completely excluded.
Many synthetic ligands were also developed to clarify the role of the
ECS. These ligands behave as CBIR agonist or antagonist and
exhibit various affinities for the cannabinoid receptors.
Pharmacological properties of both endogenous and exogenous
ligands that we cite in the present review, are summarized in
Table 2. The most-studied pharmacological ligand is SR141716A
(rimonabant), a CBIR inverse agonist which belongs to the first
generation of CB1R antagonists. Rimonabant was briefly approved
for clinical use but it was withdrawn from the market in 2007 due to
severe central nervous side effects, mainly depression (29-36).
Pharmacological studies demonstrated that rimonabant bound
CBIR with much higher affinity than CB2R, Ki being respectively
1.98-12.3 nM for CBIR and 702-13200 nM for CB2R (108).
However, like endogenous ligands, exogenous ligands also exert
non-canonical effect and bound non-cannabinoid receptor as
TRPV1 (93). However, directly targeting the endocannabinoid
receptors seems the better approach to explore the therapeutic
potential of the ECS since endogenous ligands are synthesized on-
demand from arachidonic acid containing phospholipids through
numerous pathways and bind both canonical than non-
canonical receptors.

The Vascular Functions of the
Endocannabinoid System Within

the Kidney

In the normal kidney, CB1R expression is more prominent in the
vasculature where it contributes to the regulation of renal

Ki for CB2R (nM) References

2-arachidonolyglycerol 58.3-472
Anandamide 61-543
Exogenous ligands

MRI-1867* 1.2-80
WIN55,212-2 1.89-123
SR141716A (rimonabant) 1.98-12.3
JD5037 2
AMB545 3.3
A9-THC 5.05-80.3
AM251 7.49
(S)-SLV 319 (bipinabant) 7.8
AM281 12
(R)-Methanandamide 17.9-28.3
SR144528 400
AM1241 580
JWH-133 677
AMB30 5152

145-1400
279-1940

>1000
0.28-16.2
702-13200
>1000
624
3.13-75.3
2290
79
4200
815-868
0.6
7
3.4
31.2

(43, 54, 91)
(43, 54, 91)

(105)
(106, 107)
(108)
(109, 110)
(38, 111)
(107)
(112, 113)
(114)
(115)
(116)
(117
(118)
{119)
(120)

CB1R cannabinoid receptor type 1; CB2R, cannabinoid receptor type 2; Ki, inhibition constant; THC, tetrahydrocannabinol.

*MR-1867 is a dual CB1R/inducible NOS antagonist.
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hemodynamic (12, 26, 43). Deutsch et al. demonstrated that
renal endothelial cells express mRNA for CBIR, and selectively
bind AEA (43). In rats, AEA injection induced afferent arterioles
vasodilation through CBIR binding by increasing nitrogen
monoxide (NO) production since this response was inhibited
by SR141716A (43) (Figure 2). The arteriolar responses to AEA
were also assessed ex vivo by the blood-perfused juxtamedullary
nephron technique (26). Whereas high doses of AEA significantly
increased the diameter of both afferent and efferent arterioles, lower
doses were responsible for predominant efferent arteriolar dilation,
inducing a fall in glomerular filtration rate (GFR). In this model,
selective antagonism of CB1R by AM251 (Table 2) attenuated the
afferent arteriolar response to AEA and inhibited the efferent
arteriolar response to AEA. Conversely, AM281, a nonselective
antagonist of cannabinoid receptors inhibited responses to AEA in
both afferent and efferent arterioles. Taken together, these results
suggest that efferent arterioles are more sensitive to AEA and that
AEA causes greater efferent arteriolar dilation via CB1R, which is
consistent with a decreased hydrostatic pressure in glomerular
capillaries and therefore a decrease in GFR (26, 56). However, the
best way to fully decipher the vascular role of CBIR within the
kidney would be to study endothelial cells specific CBIR knockout
rodents. To our knowledge, such studies are lacking nowadays. As
both endogenous and pharmacological ligands may also act
through non-cannabinoid receptors, afferent arteriolar dilatation
by high doses of AEA could therefore be amplified by non-
cannabinoid effect of AEA. In CKD, the increase of capillary
pressure participates to nephron reduction. Thus, the decrease of
capillary pressure possibly mediated by CBIR activation could be
beneficial in CKD. Conversely, an acute drop of capillary pressure
could be damaging in normal kidneys, similarly to what is observed

during RAS inhibition. Therefore, a better understanding of the
vascular effects of CBIR and of its inhibition is mandatory if CB1R
inhibition become a therapeutic target in CKD.

The Role of the Endocannabinoid System
in Tubular Cells

The ECS could also be involved in tubular functions, especially in
the regulation of water and sodium balance (Figure 2). Thus, it
could offer therapeutic perspectives in the management of
hypertension (HTN) or conversely promote sodium retention.
Former studies investigating the renal effects of marijuana shown
that A9-THC, binding both CB1R and CB2R with similar affinity
(Table 2), increased urine production (121, 122). This effect was
first thought to be centrally mediated (123-126). Indeed, both
AEA and 2-AG, released from the hypothalamus, act directly on
the hypophysis to modulate glutaminergic and GABAergic
pathways that induce hormone release such as vasopressin
(125, 126). However, recent data shown that a peripheral
modulation could also be involved (46, 79, 127-129). As
mentioned above, several studies confirmed that tubular cells
express the main components of ECS, including CBIR and
possibly CB2R as well as the enzymes for biosynthesis and
degradation of their ligands (74, 130). However, not only the
physiological role of CBIR in tubular cells, but also the
mechanism responsible for an aquaretic and/or diuretic effect
of ECS, remain controversial. In rat kidneys, the effect of oral
THC administration on urine and Na* output was comparable to
the thiazide diuretic, hydrochlorothiazide (122). More recently,
Ritter et al. reported a natriuretic effect of AEA (79, 130). They
found that AEA infusion into the mouse renal medulla increased
both sodium excretion and urine output (79, 130). The authors
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FIGURE 2 | The physiological role of CB1R within the kidney. Overview of the current knowledge of the role of CB1R in renal vasculature, tubular cells and blood
pressure regulation. The figure has taken intp account both in vitro and in vivo experiments. 2AG, 2-arachidonoyl-glycerol; EA, efferent arterioles; GFR, glomerular
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initially reported that a non-canonical CB receptor-based
mechanism could be involved (79). Indeed, celecoxib, a
selective COX-2 inhibitor, blocked the effects of AEA.
Therefore, the action of AEA could be mediated indirectly by
its COX-2 metabolite, prostamide E2. Their hypothesis was
reinforced by the fact that infusion of prostamide E2 mimicked
the effects of AEA in stimulating natriuresis and diuresis in mice.
More recently, Ritter et al. found that rimonabant also blocked
the effects of AEA, suggesting a CBI1R-dependent effect of
intramedullary AEA on flow rate and natriuresis (130). Using
ex vivo experiments on isolated mouse kidney thick ascending
limb (TAL) tubule cells, they demonstrated an inhibitory effect of
AEA onthe Na"/K"-ATPase activity (130). Another team measured
oxygen consumption in rat TAL suspensions to monitor the effects
of AEA (46). AEA reduced oxygen consumption in a
concentration-dependent manner. WIN55,212-2 (WIN), a non-
selective lipid cannabinoid agonist binding both CBIR and CB2R
with a better affinity for CB2R (Table 2), also reduced oxygen
consumption whereas rimonabant blocked the effect of AEA.
Conversely, both the CB2R-selective agonist JHW-133 and the
CB2R antagonist AM630 were ineffective (Table 2). The authors
concluded that AEA inhibited TAL Na transport-related oxygen
consumption by activating CB1R and NO stimulation, which, in
turn, could block apical transporters and therefore be associated
with a natriuretic effect (Figure 2).

Conversly, other authors found that ECS was involved in
sodium retention (26, 128). In rats, intramedullary infusion of
methanadamide (Table 2), a stable analogue of AEA, increased
diuresis without any effect on natriuresis (128). Similarly,
intrarenal AEA injection did not alter urinary sodium
excretion (26). These results were enhanced by an in vitro
study on LLC-PKI1 cells in which the authors have shown that
ECS could decrease renal sodium reabsorption by directly
stimulating Na*/K"-ATPase (74). WIN was responsible for an
early and sustained increase of Na'/K"-ATPase activity whereas
HP displayed a biphasic effect leading to an early significant
increase in the Na'/K"-ATPase activity and acting as a potent
inhibitor of the pump after 15 min. The CBIR antagonist AM251
(Table 2) was used to demonstrated that the fast effect of both
WIN and HP on Na'/K'-ATPase activity was independent of
CBIR whereas the slow one was dependent on CBIR. Different
signaling pathways were stimulated by WIN and HP, respectively
protein kinase C (PKC) and protein kinase A (PKA), resulting in
different effects on the Na"/K"-ATPase (74). Sampaio et al. also
studied the role of ECS in an acute model of experimental
ischemia reperfusion, both in vivo in Wistar rats and in vitro
using antimycin A treatment on LLC-PKI1 epithelial cells (131).
Antimycin A induced ATP depletion and was therefore used as
an in vitro model of ischemia reperfusion. The authors
demonstrated that the ECS and Na'/K" ATPase were
downregulated 24 hours after the ischemia reperfusion. In
vitro, they found that the downregulation of Na*/K" ATPase
could be reversed by WIN in a CBI1R dependent manner (131).

Thus, the role of ECS in tubular cells within the kidney
remains largely unknown. Either CB1R may promote natriuresis
and its therapeutic inhibition will give HTN and sodium

retention (like endothelin-1 antagonists), or conversely CBIR
inhibition could cause natriuresis and be beneficial in HTN
treatment. Effects of AEA may depend on dose, route of
injection, cells (TAL versus renal proximal tubular epithelial
cells, RPTC). Different pathways and sodium channels are
involved in sodium reabsorption throughout the various
tubular segments within the nephron and AEA may act
through different mechanisms. Once again, as not only
endogenous ligands but also pharmacological compounds
could exert CBIR-independent effects, the best way to fully
decipher the tubular role of CBIR within the kidney would be
to study tubular-specific CBIR knockout rodents. As explained
earlier for CB1R and vascular function, a better understanding of
CBIR role in water and sodium balance is paramount if CBIR
become a new therapeutic tool in CKD.

The Role of the Endocannabinoid System
on Blood Pressure Regulation

Both the vascular functions of the endocannabinoid system
within the kidney and the role of the ECS in tubular cells
highly suggest an involvement of the ECS on blood pressure
(BP) regulation, which represents a major factor in the
management of CKD progression (1) (Figure 2). Former
studies demonstrated that chronic use of A9-THC not only
increased urine production, but also decreased heart rate and
BP, both in human and animals (132-135). The same effect was
observed in rats after intravenous perfusion of A9-THC (133,
136). A triphasic response was described involving a vagal-
mediated fall in blood pressure (phase I), followed by a brief
pressor effect (phase II) and finally a prolonged hypotensive
effect (phase III) (136-138). Multiple mechanisms seemed to be
involved, both central, mainly through cardiovascular centers of
brainstem and hypothalamus, and peripheral (58). Central
mechanisms of BP regulation by the ECS were deciphered first.
Several studies demonstrated that activation of CBIR was
responsible for a decrease of sympathetic activity leading to
neurologic-mediated hypotension (132, 133, 136, 139). AEA
could modulate the baroreflex through activation of CBIR
within the nucleus tractus solitarius, possibly by modulating
effectiveness of GABA and/or glutamate neurotransmission
(140). CBIR also participates to the pressor effect of
angiotensin II (Ang II) infusion in the brain (58, 141).

Next, peripheral mechanisms of BP regulation by the ECS were
also identified. Cardiac activation of CBIR exerted negative
chronotropic and inotropic effects independently of the central
nervous system, therefore promoting a decrease in BP (58, 142). In
addition to direct cardiodepressant effects, studies highlighted a
vasodilatory effect of the ECS ligands in aorta and coronary arteries,
through both CBIR-dependent and independent pathways that
could also participate to a decrease in BP (143-148). Interestingly,
Cnrl” mice have the same baseline BP than their wild-type
littermates (21, 149). Treatment of normotensive rats and mice
with the CB1R antagonist SR141716A alone has also little effect on
BP (133, 136), as well as inhibition of AEA transport (150). Taken
together, these results suggest that, under baseline conditions,
CBIR is not tonically active in vessels and do not participate to
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baseline BP regulation (56). Conversely, effects of the ECS through
CB1R modulation were observed in 3 experimental models of
hypertension (HTN): the spontaneously hypertensive rat (SHR)
model, the Dahl salt-sensitive and salt-resistant rat model and
chronic Ang II infusion- induced hypertension in Sprague Dawley
rats (151-153). Once again, BP of the normotensive control rats
was not altered by either CBIR agonists (A9-THC, AEA) or CBIR
antagonists (SR141716A, AM251) which were used in these studies
(151-153). Batkai et al. demonstrated the involvement of CBIR in
BP regulation: the CBIR antagonists SR141716A and AM251
aggravated HTN in SHR whereas URB597, an inhibitor of
FAAH, reduced BP in SHR and in the chronic Ang II infusion
induced HTN (151). Conversely, in SHR, not only the CB2R
antagonist SR144528 (Table 2) did not affect BP, but also the
TRPV1 antagonist capsazepine did not alter BP decrease by AEA
intra-venous administration (151). The mechanisms of BP reduction
in these models were attributed to the effects of endocannabinoids on
cardiac contractility and vascular resistance. Endocannabinoids
tonically suppressed cardiac contractility in hypertension and could
normalize blood pressure by enhancing the CBI1R-mediated
cardiopressor and vasodilator effects of endogenous AEA (151).
Furthermore, an interaction between the RAS and the ECS was
identified in rodent peripheral arterioles. Ang IT stimulated vascular
endocannabinoid formation, which attenuated its vasoconstrictor
effect, suggesting that endocannabinoid release from the vascular wall
and CBIR activation reduced the vasoconstrictor and hypertensive
effects of Ang II (154, 155).

CBIR may also modulate the Ang II pressor effect by its
action on sodium and water balance. As described earlier, CBIR
may be involved in the regulation of salt and water balance (46,
79, 122, 127-130). Furthermore, Ang II type 1 receptors (AT1)
are largely expressed within the kidney. A recent review
highlighted that the juxtaglomerular and tubulo-interstitial
areas were conserved expression sites for AT1 across species
and could represent the main target sites for Ang II in adult
human and rodent kidneys (156). In addition, as demonstrated
using tissue-specific AT1a knockout mice (157), AT1 receptors
within the kidney (and not in the heart) promote the pressor
response to Ang II. Several studies found interactions between
AT1 and the ECS in numerous organs and systems (58, 141, 154,
155). On the molecular basis, the signal integration between
CBIR and AT1 could be due to AT1IR-CBIR heteromerization
(15, 158). AT1R-CBIR heteromerization was first demonstrated
in Neuro2A cells, a neuroblastoma cell line that contains
endogenous CBIR (158). In hepatic stellate cells from ethanol-
administered rats in which CBIR is upregulated, Rozenfeld et al.
found a significant upregulation of ATIR-CBIR heteromers and
enhancement of angiotensin II-mediated signaling. Moreover,
CBIR inhibition by rimonabant prevented angiotensin II-
mediated mitogenic signaling and profibrogenic gene
expression (158). Therefore, the interaction with CBIR could
confer new signaling properties to ATIR and enhanced
responsiveness to Ang II. Jourdan et al. found that losartan, an
ATI1R antagonist, attenuated diabetic nephropathy in rats by
downregulating the expression of CB1R in podocytes,
reinforcing this hypothesis (15). Thus, a role for the ECS and

CBI1R within the kidney in the physiopathology of HTN cannot
be excluded and it deserves to be studied, especially because a
large proportion of CKD patient, who could be treated by CB1R
antagonists, may suffer from HTN.

THE ROLE OF CANNABINOID
RECEPTORS IN CHRONIC KIDNEY
DISEASES AND RENAL FIBROSIS

CB1R, and Not CB2R, Is the Main Actor

of the Endocannabinoid System Promoting
Renal Fibrosis

Fibrogenesis is a multifactorial process leading to excessive
extracellular matrix deposition, regardless of the organ and cause.
Several studies demonstrated that endocannabinoids acting via
CBI1R promote fibrosis and that CB1R blockage reduces
fibrogenesis in many organs including the liver (159-161), the
heart (162), the lungs (163, 164) and the skin (165). As for the
kidneys, CBIR is also an active direct player in renal fibrogenesis.
This was first suggested by a microarray analysis performed by our
team (12). Using the unilateral ureteral obstruction (UUO)
experimental model, a rapid and reproducible model of renal
fibrosis in mice, we compared the gene expression profile of
fibrotic kidneys with contralateral undamaged kidneys by
microarrays analysis (12). As expected, we found many
overexpressed genes well-known to be involved in renal fibrosis,
such as tgfb, mmps and timp. Remarkably, Cnrl was among the ten
most significantly upregulated genes during renal fibrosis (12). In
addition, a growing body of evidence highlighted that CBIR could
also be a new therapeutic target to prevent renal fibrosis in both
metabolic and non-metabolic diseases, as we will discuss next in our
review (11-18). Conversely, the role of CB2R during renal fibrosis
remains largely unknown, studies being scarce and contradictory.
Several studies elicited that CB2R blockage promoted fibrosis in the
liver (166), the heart (167) and the skin (168), whereas CB2R
agonists decreased fibrogenesis (166-168). Surprisingly, Zhou et al.
found that CB2R overexpression could promote renal fibrosis (169,
170). We and others found opposite results with a protective effect
of CB2R activation in various models of CKD (12, 53, 171). During
UUO, we demonstrated that CB2R antagonist alone (SR144528)
increased the development of renal fibrosis whereas CB2R agonist
(JWH 133) alone blunted it (12). However, neither SR144528 nor
JWHI133 further reduced the development of fibrosis when
compare with CB1R pharmacological blockade by rimonabant
(12). Barutta et al. demonstrated that CB2R was downregulated in
kidney biopsies from patients with advanced diabetic nephropathy
(53). They also found that AM1241, a CB2R agonist (Table 2),
ameliorated albuminuria, podocyte protein downregulation, and
glomerular monocyte infiltration, without affecting early markers of
fibrosis. In addition, AM1241 reduced CC chemokine receptor 2
(CCR2) expression in both renal cortex and cultured podocytes,
suggesting that CB2R activation may interfere with the deleterious
effects of monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) signaling
(53). In streptozotocin (STZ)-induced diabetic mice, the genetic
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deletion of CB2R exacerbated the downregulation of podocin and
nephrin, mesangial expansion, monocyte infiltration, and reduced
renal function overexpression of extracellular matrix. The deletion
of CB2R also enhanced the expression of fibrosis marker (171).
Given the contradictory results of the various studies, the exact role
of CB2R inrenal fibrosis needs to be further explored. To date, there
is no ongoing clinical study investigating the effect of CB2R on renal
function. We will therefore focus on the therapeutic potential of
CBIR inhibition in renal fibrosis.

CB1R Promotes Renal Fibrosis Associated
With Metabolic Disorders

The role of CBIR in renal fibrosis was first documented during
diabetes and metabolic syndrome (13, 15-18, 45) (Figure 3). We
and others demonstrated that renal CBIR expression was
increased in diabetic nephropathy, both in humans (12, 45)
and rodents (14, 15, 17, 18). Numerous studies demonstrated
that CB1R blockade improves multiple parameters involved in
metabolic syndrome and diabetes, such as waist circumference,
glycemia, glycated hemoglobin, HDL and LDL cholesterol and
triglycerides (13, 29, 30, 45). Both global genetic CB1R
inactivation and pharmacological blockade by first generation
CBIR antagonists dramatically improves metabolic parameters
(13, 14, 45) (Figure 3). Indeed, CBIR inhibition may protect the
kidney from metabolic induced fibrosis and injury by improving
systemic metabolic parameters. Thus, experimental studies in
rodents demonstrated that rimonabant and AM251, belonging to
the first generation CB1R antagonists with BBB crossing, protect
the kidney from the development of albuminuria, CKD, renal
fibrosis, glomerulosclerosis and renal inflammation in diabetes

(13, 14, 45). However, recent studies also exhibited a role of
peripheral CBIR in metabolic nephropathies. Udi et al.
highlighted that CBIR regulated obesity-induced CKD by
acting on RPTC (16). Indeed, specific deletion of CBIR in
RPTC (RPTC-CBIR”) did not prevent obesity in mice, but
significantly reduced the obesity-induced lipid accumulation in
the kidney as well as renal dysfunction, urinary albumin-to-
creatinine ratio (ACR), inflammation, and renal fibrosis.
Deciphering the pathways involved in this experimental model,
the authors found that CB1R acted through the Go.yy-PKA axis.
Therefore, CB1R blockade mediated the downstream activation
of the tumor suppressor liver kinase B1 (LKB1), which
modulates AMP-activated kinase (AMPK) activity by inducing
its phosphorylation. AMPK inactivates acetyl-CoA carboxylase
(ACC) by its phosphorylation, increasing fatty f-oxidation in
renal proximal tubules. In vitro, CBIR blockade by JD5037
increased fatty acid B-oxidation in proximal tubular cells and
protected the kidney from obesity-induced fibrosis.

Similarly, the peripheral role of CB1R during renal fibrosis in
diabetic nephropathy was recently documented. The first data
supporting a peripheral role of CBIR in diabetic nephropathy
and an antifibrotic effect independent from the improvement of
systemic metabolic parameters were reported by Janiak et al.
(45). Rimonabant, the most-known first generation CBIR
antagonists crossing BBB, significantly reduced body weight,
blood glucose and improved lipid profile in rodents (14, 45).
Comparing obese Zucker rats receiving either rimonabant or
vehicle for 12 months to pair-fed but untreated group of obese
rats, Janiak et al. demonstrated that rimonabant significantly
reduced proteinuria and renal failure as well as tubulo-interstitial
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fibrosis and glomerulosclerosis compared to per-fed animals
(45). In addition, in cultured podocytes in vitro, high glucose
stimulation increased CBIR expression whereas rimonabant
abolished high-glucose-induced up-regulation of collagen and
plasminogen activator inhibitor-1 synthesis, also suggesting that
CBIR blockade protected against renal injury through both
metabolic and antifibrotic effects in type 2 diabetic
nephropathy (14). A study of Barutta et al. reinforced this
hypothesis (13). Whereas CBIR blockade by AM251 in STZ-
induced diabetic mice had no effect on body weight, blood
glucose and BP, it significantly reduced ACR and prevented
down-regulation of nephrin, podocin and zonula occludens 1
(ZO-1). Because histological lesions, including renal fibrosis,
were very mild, a possible beneficial effect of CBIR blockade
preventing overt lesions in diabetic nephropathy could not be
demonstrated (13).

The same results were observed using JD5037 and AM6545,
peripherally restricted CB1R antagonists that did not cross BBB.
Whereas JD5037 and AM6545 were quite ineffective in controlling
blood glucose and glycated hemoglobin levels (13, 15, 17, 18), they
significantly improved renal parameters, especially renal function,
ACR and renal inflammation (13-15, 17, 18, 39, 40, 45) in Zucker
diabetic fatty (ZDF) rats (13, 15), STZ-induced diabetic mice and
Akita diabetic mice (17). Several pathways seem to be involved. In
ZDF rats, Barutta et al. found that JD5037 improved glomerular
filtration and reversed albuminuria, activation of the RAS,
oxidative/nitrative stress and podocyte loss (13). However, no
evidence of chronicity (glomerulosclerosis, interstitial fibrosis or
tubular atrophy) was observed at the point (90 days) at which the
cohort was sampled for histopathological analysis, preventing any
conclusion regarding a decrease in overt renal diabetic lesions (13).
Thus, these results suggest that improvement mainly depends on
renal hemodynamic in this model. Another work published by
Jourdan et al. in ZDF rats reinforces this hypothesis (15). Indeed,
not only the authors demonstrated that CBIR signaling in
podocytes increased RAS activity, which was down-regulated by
CBIR blockade, but also they found a direct link between AT1
activation and CBIR expression in vivo in ZDF rats (15). In
podocytes in vitro, they demonstrated a cross talk between
reactive oxygen species, angiotensin II and slit-diaphragm protein
expression such as nephrin (15). In STZ-induced diabetic
nephropathy, some authors extended the delay before analysis to
allow time for renal lesions, especially renal fibrosis, to develop (18,
39, 40). After 14 weeks, Barutta et al. found that AM6545 reduced
mesangial expression, upregulation of glomerular fibronectin and
collagen deposition in both the mesangial and the interstitial area
(39). AM6545 also significantly reduced down-regulation of
nephrin and podocin (40) and prevented diabetic-induced
downregulation of markers of anti-inflammatory M2
macrophages which play a key role in resolving inflammation and
promoting repair (39, 40). To precisely assess the role of CBIR
podocyte expression in diabetic nephropathy, Jourdan et al.
reported a mouse model with podocyte-specific deletion of CBIR
(pCBI1Rko) STZ-induced diabetic nephropathy (18). Whereas
hyperglycemia was similar in both pCBI1Rko and their wild-type
litermate, pCB1Rko mice exhibited less ACR, podocytes loss,

tubular dysfunction and interstitial fibrosis. These parameters
were mediated in part by podocyte-derived endocannabinoids
acting via CBIR on proximal tubular cells (18). In addition, the
role of CBIR expression in RPTCs in diabetic nephropathy was
studied by Hinden et al. in STZ-induced diabetic mice using RPTC-
specific deletion of CB1 (RPTC-CB1R Y (17). RPTC-CBIR”" mice
developed only mild diabetes manifesting by modest hyperglycemia
and were almost completely protected from the development of
diabetic nephropathy compared to their littermate counterparts,
with a better renal function and a decrease of ACR, kidney
inflammation and tubule interstitial fibrosis. These effects were
due to a downregulation of glucose transporter 2 (GLUT2)
expression in RPTC. Indeed, GLUT2, localized in RPTCs, affects
the basolateral efflux of glucose from the tubular cell back to the
circulation (172, 173). Its expression is increased in humans with
diabetes and in murine models of diabetes (174-177).
Hyperglycemia increases tubular GLUT2 expression and shifts its
localization from basolateral membrane to the apical/brush border
membrane, contributing to increase glucose reabsorption (174,
178). CBIR blockade was related with the disruption of glucose-
induced Ca**-dependent PKC -B1 activation which, in turn,
modulated GLUT2 translocation and/or expression in RPTC,
through the Gy, signaling. In vitro, CBIR stimulation mimics
these effects whereas blockade of CBIR by JD5037 blunts these
effects (18).

Thus, all these studies documented that the beneficial effect of
CBI1R blockade was not only due to its role on metabolic
parameters, but also through a direct action on renal cells
(podocytes and RPTCs) independently of metabolism. These
studies also demonstrated that different cellular pathways are
involved in renal fibrogenesis during metabolic nephropathies.

CB1R Activation Promotes Non-Metabolic
Renal Fibrosis

So far, only our group studied the role of CBIR in an experimental
model of non-metabolic renal fibrosis in vivo in mice (12)
(Figure 3). Whereas CBIR expression was low in normal
kidneys, it was increased both in metabolic (diabetic
nephropathy) and non-metabolic (acute interstitial nephritis, IgA
nephropathy) nephropathies (12). Furthermore, there was a
significant negative correlation between CBIR expression and
kidney function. In mice in the UUO model, both the
pharmacological blockade by rimonabant or by AM6545 and the
genetic disruption of CBIR profoundly reduced the development of
renal fibrosis. This effect was mainly due to a direct paracrine/
autocrine role of CBIR in myofibroblasts, which are the final
effector cells in renal fibrogenesis. We also found that upon
transforming growth factor B (TGFf) stimulation, renal
myofibroblasts expressed CBIR and secreted endocannabinoid
ligands, whereas CB1R blockade reduced collagen synthesis (12).
During chronic kidney allograft dysfunction (CAD) in humans, we
found that CBIR was highly expressed in tubular cells (28). CAD
remains the first cause of graft loss (179) and corresponds to the
progressive and inevitable impairment of renal graft function. Itis a
multifactorialand complex process, in which a lot of immunological
and non-immunological causes are involved (180-184). Recently,
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antibody-mediated rejection as emerged as one of the major causes
of CAD (184-186). During CAD, the functional renal tissue is
replaced by extracellular matrix proteins, mainly collagens, leading
to both interstitial fibrosis and tubular atrophy. Other histological
damages associated glomerulosclerosis and vascular intimal
hyperplasia (187). We highlighted that CB1R expression
significantly increased in the first three months after kidney
transplantation, and it remained stable thereafter. CBIR
expression in preimplantation kidney graft biopsies was higher
than CB1 expression we previously found in normal kidneys (23% +
15% versus 6.5 + 4.8%) and was not correlated with renal fibrosis at
this particular time-point (12, 28). Therefore, we hypothesized that
the high level of CB1R expression in preimplantation biopsies could
be a consequence of cold ischemia-induced acute tubular necrosis
and could be predictive for the development of further renal graft
fibrosis. Next, we found a significant positive correlation between
CBIR expression and renal graft fibrosis at 3 months post-
transplantation (28) (Figure 3). Moreover, patients with stable
renal fibrosis during the first-year post-transplantation tended to
have lower increase in CBIR expression than patients in whom
renal fibrosis increased. Thus, CBIR could promote the early steps
of the development of CAD or at least bea marker of renal fibrosis.
In vitro, we found that an anticalcineurin treatment by tacrolimus
significantly induced mRNA and protein expression of CBIR,
concomitantly to collagen up-regulation. Administration of
rimonabant blunted collagen synthesis. The impact of
cannabinoid system modulation during CAD as well as the
cellular and molecular pathways involved, remains to be clarified.

Overall, we found evidence of a profibrotic role of CBIR in
experimental mice models, human renal biopsies and in vitro
studies. However, the respective contribution of tubules and
myofibroblasts remains to decipher. In the UUO model, we
found that whereas CB1 expression was drastically increased in
the tubules, interstitium and glomeruli, CB1R blockade
significantly reduced the increase of renal fibrosis through a
direct paracrine/autocrine role of CB1R in myofibroblasts with
no strong evidence for a direct role of CBIR expressed in tubules
(12). During CAD, we found that CB1R was highly expressed in
tubular cells and that CBIR blockade reduced collagen synthesis
by tubular cells. Thus, identifying the respective role of CBIR in
tubules and myofibroblasts during non-metabolic renal fibrosis
remains to be established. The best way to fully answer the
question would be to study cell-specific CBIR knockout rodents.
The cellular pathways involved in non-metabolic renal fibrosis
mediated by CBIR also remain to be elucidated.

CB1R INHIBITION: A NEW PROMISING
THERAPEUTIC TARGET IN CHRONIC
KIDNEY DISEASES

As presented earlier, experimental data highlighted the
therapeutic potential of CBIR blockade in renal fibrosis and
CKD, regardless of the cause (metabolic or not) (12, 13, 15-18,
45). Therefore, there is a growing interest for the industry to

develop CBIR inhibitors with no BBB passage to improve
tolerance compared with rimonabant (188).

The First Generation CB1R Antagonists:
Rimonabant

Rimonabant was the only CBIR antagonistapproved for clinical use
in obesity. However, clinical trials with rimonabant mainly focused
on metabolic syndrome and patients with CKD were excluded from
these studies (29-36). The RIALTO study (NCT00458081) aimed
to assess the effect of rimonabant on microalbuminuria in patients
with metabolic syndrome. Assessment of glomerular filtration rate
was a secondary objective of the study. Due to central nervous
system adverse events, especially an important risk of severe
depression, rimonabant was withdrawn in 2008, before the end of
the RIALTO study. The study was also prematurely terminated.
Therefore, to date, no clinical trial investigated the effect of CBIR
inhibition on CKD course in diabetes and obesity.

The Second Generation CB1R
Antagonists: Peripherally Restricted

CB1R Antagonists

Multiple peripherally CBIR antagonists, without central nervous
system side-effects, were developed these past 10 years (37). As
discussed earlier in the present review, experimental studies
demonstrated that some molecules, such as AM6545 or JD5037,
could be useful to prevent renal fibrosis and therefore be good
candidates to be part of the therapeutic tools against CKD (12, 16,
18, 37-39). AM6545 is a non-brain-penetrant neutral CB1R
antagonist, based on the rimonabant template but with an alkynyl
chain off the 4-aryl group. It retains high affinity and selectivity for
CBIR with Ki of 3.3 nM for CBIR, which is similar to Ki of
rimonabant (38). Importantly, AM6545 displays markedly reduced
brain penetrance (38, 111). AM6545 significantly reduced diabetic-
induced albuminuria in diabetic mice (39, 40) as well as collagen
deposition in both the mesangial and the interstitial area (39). Using
UUO, a non-metabolic experimental model of renal fibrosis, we
demonstrated a 25 to 60% reduction of renal fibrosis in AM6545
compared to vehicle treated mice.

While the rimonabant template was the most common choice
for developing peripherally restricted CBIR antagonists, the Jenrin
group developed JD5037 from ibipinabant, another first generation
CBIR antagonist (109, 189). It was found that modifications of the
central N-methyl group of ibipinabant with polar pendants
provided analogs that followed physicochemical guidelines for
diminishing blood brain barrier penetration. JD5037 contained
pendants of N-substituted valinamide and exhibited 15-fold greater
affinity for CB1R (IC50 1.5 nM) than ibipinabant (109). Preclinical
toxicity studies were performed with high doses of JD5037 in rats
and dogs (respectively 150 mg/kg/d and 20-75 mg/kg/d) without
observed adverse effects. Experimental studies in rodents
demonstrated that JD5037 was effective in mitigating both
diabetic nephropathy by blocking overactive CB1R in podocytes
(15) and regulating renal GLUT?2 in proximal tubular cells (18) and
obesity-induced nephropathy by blocking overactive CBIR in
proximal tubular cells (16). The CBIR blockade by JD5037
increases fatty acid P-oxidation in proximal tubular cells and
protects the kidney from obesity-induced dysfunction and injury.
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To date, data about the effect of JD5037 in non-metabolic renal
fibrosis are lacking. Therefore, peripherally restricted CB1R
antagonists may be good candidates for slowing CKD
progression, especially during metabolic nephropathies, and
experimental data are encouraging to move up forward clinical
trials in the short term. JD5037 is now developed under the name of
CRB-4001 (Corbus Pharma) and a Phase II study in patients with
non-alcoholic steatohepatitis is underway. Recently, Liu et al.
described a peripheral CBIR antagonist (MRI-1891) highly
biased toward inhibiting CB1R-induced B-arrestin-2 recruitment
over G-protein activation. In mice, MRI-1891 reduced food intake,
body weight and obesity-induced muscle insulin resistance via -
arrestin-2 signaling (42).

The Third Generation CB1R Antagonists:
Peripherally Restricted Dual-Target

CB1R Antagonists

Recently, hybrid CBIR antagonists were designed to improve
therapeutic efficacy for instance in liver fibrosis (105, 190) and in
pulmonary fibrosis (164). Experimental studies demonstrated
the usefulness of peripherally restricted hybrid CBIR/inducible
nitric oxide synthase (iNOS) antagonists during CKD (37, 41).
Indeed, both CBIR and iNOS are increased during CKD (51).
iNOS overactivity was found to contribute to tubular dysfunction
in obesity-induced CKD in mice (191). Interestingly, iNOS
overactivity was also found to contribute to renal fibrosis in
UUO, a non-metabolic experimental model of renal fibrosis
(192). Udi et al. demonstrated that MRI-1867, a dual CB1R/
iNOS antagonist, was more efficient than JD5037 or an iNOS
inhibitor (1400W) alone to prevent obesity-induced kidney
injury, inflammation, fibrosis and kidney dysfunction in mice
(51). Similarly, data about the effect of MRI-1867 on non-
metabolic renal fibrosis are lacking.

Another hybrid molecule could also be an activator for the
secondary target, such as AMPK activator (37). Supplemental
experimental data are mandatory to move forwards to
therapeutics. No phase II trial is ongoing yet. Assessing safety
and tolerability, especially central nervous system, would be the
first stage of clinical development in human pathologies.

CB1R Blocking Antibodies

Blocking antibodies targeting CBIR is another interestingapproach
to prevent central nervous system side-effects induced by CBIR
inhibition. The Bird Rock Bio, Inc group developed RYI-018
(nimacimab), a negative-allosteric modulating antibody targeting
CBIR. Early-stage clinical development is ongoing. Clinical trials
are assessing safety, tolerabilityand pharmacokinetics of RYI-018 in
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Le blocage du récepteur cannabinoide de type 1 : une nouvelle piste
thérapeutique dans la maladie rénale chronique

La maladie rénale chronique (MRC) est un enjeu mondial de santé publique. Peu de traitements
permettent a ce jour de prévenir sa progression. De plus en plus d’arguments expérimentaux
suggerent que la modulation du systeme endocannabinoide, et en particulier de son récepteur de
type 1 (CB1R), pourrait étre un outil thérapeutique dans la prise en charge de la MRC. CB1R
favorise la fibrogenese rénale indépendamment de 1’origine métabolique ou non de la néphropathie.
Au cours du syndrome métabolique, de 1’obésité et du diabéte, le blocage de CBIR améliore les
paramétres métaboliques. Il exerce également un réle anti-fibrosant direct. Dans 1’obstruction
urétérale unilatérale (UUO), un modele expérimental murin de fibrose non métabolique, des travaux
précédents de notre laboratoire ont montré que le blocage de CB1R réduisait la fibrogenése rénale
par un effet direct sur le myofibroblaste. Notre hypothése principale était que CB1R favorise la
fibrogenése rénale, indépendamment de sa cause, aussi bien sur les reins natifs que sur les greffons
rénaux. Son blocage, génétique ou pharmacologique, pourrait protéger le rein contre la progression
de la MRC. Nous avons étayé notre hypothése par une triple approche : translationnelle,
expérimentale chez la souris et in vitro avec des lignées de cellules épithéliales tubulaires
proximales et de myofibroblastes.

Nous avons tout d’abord développé une nouvelle technique morphométrique d’analyse informatisée
de la fibrose rénale apres coloration par le rouge Sirius, sans polarisation. Nous avons démontré que
cette technique était reproductible, simple a mettre en ceuvre mais également suffisamment robuste
et sensible pour caractériser des augmentations précoces de la fibrose interstitielle. Nous avons
ensuite utilisé cette technique dans une étude translationnelle chez ’homme. Nous avons montré
que D’expression de CBIR augmentait fortement au cours de la dysfonction chronique de
I’allogreffe (DCA). Il existait 3 mois apres la greffe une corrélation positive entre I’expression de
CBI1R et la fibrose interstitielle. CB1R pourrait donc étre un marqueur prédictif du développement
de la fibrose interstitielle et de la DCA. In vitro, dans un modéle de fibrose médiée par le tacrolimus,
le blocage pharmacologique de CB1R réduisait la synthese de collagene par les cellules épithéliales
tubulaires.

Pour finir, dans un modele expérimental murin de MRC apres ischémie-reperfusion (I/R-CKD),
nous avons montré que le blocage génétique global ou pharmacologique de CB1R prévenait la
MRC. La préservation de la fonction rénale était plus marquée lorsque nous utilisions des
inhibiteurs de deuxiéme ou de troisiéme génération par rapport au blocage génétique. Dans tous les
cas, le blocage de CB1R réduisait significativement la fibrose interstitielle mais n’avait pas de
conséquence sur la séverité des Iésions tubulaires. In vitro, I’inhibition pharmacologique de CBIR
réduisait la synthése de collagéne par les myofibroblastes. De fagon inattendue, I’induction d’une
délétion de CB1R restreinte aux cellules tubulaires rénales aggravait aussi bien la fonction rénale
que la fibrose interstiticlle et les Iésions tubulaires dans le modele d’I/R-CKD. Ce résultat
surprenant a été confirmé dans un modele d’UUO. L’effet protecteur du blocage global de CB1R
est donc probablement lié a un effet prépondérant sur les myofibroblastes. Il est possible que CB1R
joue un role protecteur dans la réparation des cellules épithéliales au cours de la nécrose tubulaire
aigué. Des travaux supplémentaires sont nécessaires afin de caractériser plus finement le réle de
CB1R dans les myofibroblastes et dans les cellules tubulaires.

Ainsi, le blocage pharmacologique de CB1R pourrait constituer un nouvel outil dans la prise en
charge thérapeutique de la MRC, indépendamment de son origine métabolique. Plusieurs essais
cliniques de phases I et II sont en cours pour évaluer la tolérance et la sécurité d’emploi des
nouvelles molécules.



