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Titre : Modulation de la biosynthése de novo du NAD au cours de I'insuffisance rénale aigué

Résumé :

La voie des kynurénines est la principale voie de catabolisme du tryptophane (TRP) dans
I'organisme et elle permet la production de kynurénines et la synthese de novo du nicotinamide
adénine dinucléotide (NAD). Le NAD est un cofacteur essentiel dans le maintien de
I'noméostasie cellulaire rénale. Au cours de I”'insuffisance rénale aigué (IRA), une diminution
de la synthése du NAD locale a été observée en lien avec la répression de la quinolinate
phosphoribosyl transférase (QPRT), une enzyme clé dans la biosynthése de novo du NAD.
Les mécanismes moléculaires régissant la réduction de I’expression de la QPRT dans I'lRA
ischémique, ainsi que le role de I’altération de la biosynthese du NAD dans I'évolution vers la
maladie rénale chronique (MRC) sont peu connus. Il parait donc essentiel de mieux comprendre
les mécanismes de régulation du catabolisme du TRP afin de développer des biomarqueurs
précoces pour ces pathologies et de rechercher des cibles thérapeutiques. Les cellules
épithéliales tubulaires altérées sécrétent différents métabolites qui peuvent étre détectés dans
les urines : I’analyse des métabolites urinaires est particulierement intéressante pour identifier
des marqueurs de l'activité de la voie des kynurénines et de la synthése de novo du NAD dans
le rein et constitue une approche prometteuse pour identifier des marqueurs solubles de lésions
rénales aigués. Dans ce contexte, nous avons exploré les mécanismes de répression de la QPRT
et la diminution de la synthese du NAD dans le rein. Nous avons ensuite évalué la valeur
diagnostique et pronostique des métabolites urinaires du TRP dans différentsmodélesde I'TRA.
Ces travaux de these ont apporté des preuves que le facteur de stress cellulaire C/EBP
homologous protein (CHOP) pouvait altérer la biosynthése de novo du NAD en réprimant la
transcription de QPRT. Nous avons également développé et validé une méthode d’analyse par
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) visant a
quantifier simultanément 9 des 14 métabolites de la voie des kynurénines dans le plasma et
I'urine, et avons montré qu'un ratio urinaire quinolinate (QA)/TRP élevé était un biomarqueur
prédictif précoce de la sévérité de I'lRA apreés une chirurgie cardiaque, et de la progression vers
la MRC en transplantation rénale. Nous avons également montré que le ratio urinaire
kynurénine (KYN)/TRP reflétait I'activité des Iésions inflammatoires rénales.

En conclusion, ces travaux ont permis de montrer que l'altération de la biosynthése de novo du
NAD était un événement précoce dans I'IRA, lié a la réponse au stress du réticulum
endoplasmique, et qu’une réduction persistante de I'expression de QPRT était associée a la
progression de I'IRA vers la MRC. Enfin les ratios urinaires KYN/TRP et QA/TRP pourraient
étre proposés comme des biomarqueurs potentiels de la sévérité de différentes formes d’IRA.

Mots clés : Insuffisance rénale aigué, stress du réticulum endoplasmique, nicotinamide adénine
dinucléotide, voie des kynurénines, tryptophane, quinolinate, quinolinate phosphorybosyl
transférase, spectrométrie de masse



Title: Modulation of de novo NAD biosynthesis in acute kidney injury

Abstract:

The kynurenine pathway is the primary pathway for tryptophan (TRP) catabolism and allows
the production of kynurenines and de novo synthesis of nicotinamide adenine dinucleotide
(NAD). NAD is an essential cofactor in the maintenance of renal cellular homeostasis. During
acute kidney injury (AKI), a decrease in local NAD synthesis has been observed in connection
with the repression of quinolinate phosphoribosyl transferase (QPRT), a key enzyme in de novo
NAD biosynthesis.

The molecular mechanisms governing the reduction of QPRT expression in ischemic AKI, as
well as the role of impaired NAD biosynthesis in the progression to chronic kidney disease
(CKD) are poorly understood. It is therefore essential to better understand the regulatory
mechanisms of TRP catabolism in order to develop early biomarkers for these pathologies and
to search for therapeutic targets. The altered tubular epithelial cells secrete different metabolites
which can be detected in the urine: the analysis of urinary metabolites is particularly interesting
to identify markers of the activity of the kynurenine pathway and of the de novo NAD synthesis
in the kidney and constitutes a promising approach to identify predictive markers of acute
kidney injuries. In this context, we sought to understand the mechanisms of QPRT repression
and the reduction in NAD synthesis in the kidney. We then studied the diagnostic and
prognostic value of urinary TRP metabolites in different AKI models.

This thesis work provided evidence that the cellular stress factor C/EBP homologous protein
(CHOP) could alter de novo NAD biosynthesis by repressing QPRT transcription. We also
developed and validated a reliable liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) method for the simultaneous quantification of 9 of the 14 metabolites of the
kynurenine pathway in plasma and urine, and showed that a high urinary quinolinate (QA)/TRP
ratio was an early biomarker of AKI severity after cardiac surgery and predicted progression to
CKD in kidney transplantation. We also showed that the urinary kynurenine (KYN)/TRP ratio
reflected the activity of renal inflammatory lesions.

In conclusion, this work showed that the alteration of de novo NAD biosynthesis was an early
event in AKI, linked to endoplasmic reticulum stress response, and that a persistent reduction
in the expression of QPRT was associated with progression from AKI to CKD. Finally, the
urinary KYN/TRP and QA/TRP ratios could be proposed as potential biomarkers for the
severity of different forms of AKI.

Keywords: Acute kidney injury, endoplasmic reticulum stress, nicotinamide adenine
dinucleotide, kynurenine pathway, tryptophan, quinolinate, quinolinate phosphorybosyl
transferase, mass spectrometry
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Preambule

Ce travail de thése porte sur I’étude du role de I’activité de la voie catabolique du tryptophane
(TRP) caractérisée par la production des kynurénines et aboutissant a la synthése de novo du
nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) au cours de I’insuffisance rénale aigué (IRA) et dans
le développement des lésions rénales chroniques.

L’une des voies énergétiques essentielles au maintien de ’homéostasie rénale est la voie de
synthése de novo duNAD a partir du TRP et les causes dediminution du NAD sont peu connues
en pathologie rénale. Ainsi, le premier objectif de cette these a été d’étudier les mécanismes de
réduction de la biosynthése du NAD au cours de I'IRA, et dans la progression de la maladie
rénale chronique. Nous avons montré que le stress du réticulum endoplasmique jouait un role
dans la diminution du contenu intracellulaire du NAD, et que le facteur de transcription C/EBP
homologous protein (CHOP) était impliqué dans la répression de la quinolinate phosphoribosy|
transférase (QPRT), une enzyme clé de la synthése de novo du NAD dansles cellules tubulaires
rénales.

Le deuxieme objectif de la these a été de quantifier les métabolites de la voie des kynurénines
par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) dans
'urine et/ou le plasma. Cette méthode a permis de décrire les modifications éventuelles de la
voie des kynurénines dans deux modeéles (humain et porcin) de ’'IRA afin d'identifier des
biomarqueurs lésionnels précoces. Le premier travail sur ’'IRA ischémique post-chirurgie
cardiaque sous circulation extracorporelle chez ’Homme a permis de montrer que le ratio
urinaire quinolinate/TRP (QA/TRP) pourrait étre proposé comme biomarqueur pronostique
potentiel dans I'lRA post-chirurgie cardiaque. La deuxiéme étude expérimentale sur un modele
porcin de glomérulonéphrite aigué a croissants (GNC) a montré que le ratio urinaire
kynurénine/TRP (KYN/TRP) était indépendant de la protéinurie et pourrait refléter I'activité
des lésions inflammatoires dans le rein atteint. Ces résultats suggeérent que des niveaux éleves
du ratio KYN/TRP dans les urines des patients atteints de GNC sont le reflet d’une activité

précoce de la maladie.



PARTIE 1 : INTRODUCTION
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I.  Généralités sur Pinsuffisance rénale aigué (IRA)

1. Définition de ’'IRA
L'insuffisance rénale aigué (IRA), ou acute kidney injury (AKI), est un syndrome regroupant
I’ensemble des conditions induisant une diminution rapide des fonctions d’épuration des solutés
de rétention urémique et de maintien de la composition hydroélectrolytique de I’organisme,
assurées par les reins. Elle est définie par une perte soudaine de la fonction rénale qui est
déterminée sur la base d'une augmentation des taux de créatinine plasmatique, un marqueur de
la fonction d'excrétion rénale, et d'une diminution du débit urinaire sur une période de moins
de 7 jours [1].

2. Classification, épidémiologie et étiologies de PIRA

2.1. Classification
Malgré une définition théorique simple, trouver des critéres diagnostiques clairs et sensibles de
I'IRA s’avére complexe. Avant 2004, malgré ’utilisation des critéres diagnostiques usuels
basés sur des marqueurs plasmatiques de la filtration rénale et de la diurése, plus de 30
définitions ont éte utilisees dans la littérature créant beaucoup de confusion et rendant les
comparaisons des travaux scientifiques sur 'IRA difficiles. La définitionde I'lRA a évolué au
fil des années a la recherche de criteres de diagnostic et de stadification plus précis pour
standardiser les pratiques cliniques et les travaux de recherche. L’objectif était de proposer des
critéres diagnostiques et cliniques simples a réaliser en routine, peu couteux avec une haute
approche thérapeutique adéquate. Ainsi, plusieurs définitions se sont succédées (RIFLE, AKIN)
ces dernieres années pour aboutir a la classification internationale actuelle issue des
recommandations KDIGO (Kidney Disease Improval Global Outcomes) de 2012 qui se base
sur les changements de la créatininémie et de la diurese pour diagnostiquer I’IR A et évaluer sa
gravité [1].
Actuellement, L'IRA est définie consensuellement sur la base de marqueurs fonctionnels qui
sont le reflet de la fonction de filtration rénale (Tableau 1). Le diagnostic de 'IRA est posé Si
au moins un de ces quatre critéres est présent :

e Augmentation de la créatininémie de 26,5 umol/l ou 0,3 mg/dl sur une période de 48

heures ;
e Augmentation de la créatininémie de 1,5 fois la valeur de base qui est connue ou
préesumée s'étre produite au cours des 7 jours précédents ;

e Diminution de la diurése horaire < 0,5 ml/kg/h sur une durée minimale de 6 heures ;
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e Nécessité de recours a I’épuration extra-rénale (EER).

Ces recommandations fournissent également une classification de 'TRA ou sont définis trois

stades croissants de sévérité, basés sur :

e L’ampleur de I’¢lévation de la créatininémie par rapport a son niveau initial.
e L’intensité et la durée de la réduction de la diurese horaire.

e Lanécessité de recours a I’EER.

Tableau 1: Stades de ’IRA selon la classification KDIGO 2012 [1].

Stade Créatininémie Diurese ‘ EER
1,5-1,9 fois la créatininémie de base en <7 jours < 0,5 mifkg/h pendant

1 Ou 6-12h NON
> 0,3 mg/dl (< 26,5 umol/l) <48 h

2 2,0 - 2,9 fois la créatininémie de base en <7 jours ;Olg Lnl/kg/h pendant NON
> 3,0 fois la créatininémie de base en <7 jours
Ou
> 4,0 mg/dl (= 353 pmol/l) < 0,3 ml/kg/h pendant

3 Ou >24h oUl
Chez patient < 18 ans, baisse du débit de Ou
filtration glomérulaire jusqu’a <35 ml/min/1,73 | Anurie pendant > 12 h
m2

EER : épuration extra-rénale

Il est a noter que la classification KDIGO présente de nombreuses limites : 1) le diagnostic est
retardé de 24-48h par rapport a I’altération de la filtration rénale, 2) elle ne prend pas en compte
le type et I’étendue des lésions rénales, et 3) ne fait pas de distinction en fonction de 1’étiologie
de 'IRA. Cette classification est amenée a évoluer avec les nouvelles connaissances et
I’émergence de nouveaux biomarqueurs sanguins et urinaires de dommages rénaux tels que
NGAL (neutrophil gelatinase-associated lipocalin), ou KIM-1 (kidney injury molecule-1) [2].
Ces derniers, lorsqu’ils sont élevés, indiquent la présence de lésions rénales structurelles avant
méme la perte de la fonctionrénale. Cette IRA subclinique, qui est considérée comme un facteur
derisque d'évolution vers une IRA selon la définition KDIGO, est classée en stade 1S dans la
nouvelle classification de I'IRA proposée en 2020 par le groupe international « Acute Disease
Quality Initiative » (ADQI) (Tableau 2). Cette nouvelle classification ADQI propose une
définition étenduede I'RA, qui inclut en plus des biomarqueurs fonctionnels, les biomarqueurs
de dommage rénal pour améliorer le diagnostic et la stadification de la sévérité de I'IRA [3].
Cependant, avant d'utiliser cette nouvelle définition dans la pratique clinique quotidienne, des

recherches supplémentaires sur de larges cohortes de patients sont nécessaires pour évaluer si
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I'élévation de ces nouveaux biomarqueurs est associée a une aggravation de ’atteinte rénale et
de I'état de santé des patients indépendamment de toute modification de la diurése ou de la
créatininémie [4].

Tableau 2 : Nouvelle classification de I'IRA proposée par le groupe international ADQI
en 2020. Extrait de la revue de Kellum, 2021.

Criteres lésionnels
(Biomarqueurs)

Stade Critéres fonctionnels

< 1,5 fois la créatininémie de base en <7 jours
Et

1S Augmentation de la créatininémie < 0,3 mg/dl +
Et

Diurése horaire > 0,5 ml/kg/h

1,5 - 1,9 fois la créatininémie de base en <7 jours

1A Ou -
> 0,3 mg/dl (= 26,5 pmol/l) <48 h

1B | Ou +
Diurése < 0,5 ml/kg/h pendant 6 - 12 h

2A 2,0-2,9 fois la créatininémie de base en <7 jours .
Ou

2B Diurése < 0,5 ml/kg/h pendant > 12 h +
> 3,0 fois la créatininémie de base en < 7 jours
Ou
= 4,0 mg/dl (= 353 pmol/l)

3A ou -

Chez patient < 18 ans, baisse du débit de filtration glomérulaire
jusqu’a < 35 ml/min/1,73 m?

Ou

Diurese < 0,3 ml/kg/h pendant = 24 h

Ou

3B Anurie pendant = 12 h *
Ou

Recours a I’épuration extra-rénale

2.2. Epidémiologie

L'IRA est un probléme de santé fréqguemment rencontré chez les patients hospitalises et son
incidence est en augmentation, en particulier chez les personnes agées et celles qui présentent
d'autres comorbidités telles que la maladie rénale chronique (MRC) et I'nypertension artérielle
[5].

Le taux de morbidité liée a I'RA est élevé, avec une mortalité mondiale qui reste élevée au
cours des 50 derniéres années [4]. De nombreuses études ont été réalisées pour estimer
l'incidence del'lRA [4,6-8]. Cetteincidence varie en fonction dutype d'étude, du lieu de I'étude
et de la durée de I'observation. De plus, I'utilisation de critéres différents pour définir 'IRA ont

rendu impossible la détermination précise de son épidemiologie. Depuis une dizaine d’années,
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gréace a l'utilisation de criteres standards internationaux (KDIGO 2012), il est maintenant plus
facile d'estimer l'incidence et la prévalence de I'lRA et de comparer les résultats entre les centres
[4,6] de facon plus objective. Selon une méta-analyse de 154 études ayant défini I'lRA selon la
classification KDIGO, I’incidence de I'IRA est estimée entre 8,3 % et 31,7 %. La mortalité
moyenne liée a I'IRA est de 23 %, mais atteint 49,4 % chez les patients nécessitant une EER
[6]. Bien que I'IRA soit présente dans le monde entier, il existe des disparités géographiques
importantes en ce qui concerne son incidence, ses causes et son pronostic (Figure 1Figure 1 :
Incidence de I'lRA en milieu hospitalier. Extrait de la revue de Roncoetal., 2019.). Dans les
pays a revenu élevé, I''RA est principalement nosocomiale, associée notamment aux
interventions post-chirurgicales et aux causes iatrogénes. En revanche, dans les pays a faible
revenu, I'lRA d'origine communautaire est plus fréquente et peut résulter de facteurs tels que la

septicémie, la déshydratation, les toxines (pigdres, remedes) et la grossesse [4].

Figure 1 : Incidence de I'IRA en milieu hospitalier. Extrait de la revue de Ronco et al., 2019.

2.3. Etiologies
L’TRA est un terme qui regroupe un ensemble de situations hétérogénes en termes d'étiologie,
de mécanisme Iésionnel, de degré de sévérité et d'altérations fonctionnelles qu'elles entrainent.
Les principales causes de I'IRA sont divisées en trois catégories selon I’origine de la
perturbation de la fonction rénale : pré-rénale, post-rénale, et intra-rénale [9].
2.3.1. IRA pré-rénale
Les IRA pré-rénales sont d’origine fonctionnelle, sans Iésions tissulaires associées, et souvent

réversibles. Elles sont liées a une diminution de la perfusion du rein, et donc d’une chute du
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débit de filtration glomérulaire (DFG) secondaire a une réduction du volume intravasculaire

(hypovolémie). La diminution du débit sanguin rénal peut étre causee par divers facteurs tels

que la déshydratation ou les pertes hémorragiques (vraie hypovolémie), la vasodilatation

périphérique, la baisse de la pression artérielle suite a un choc septique, la réduction du débit

cardiaque en cas de dysfonctionnement cardiaque, la thrombose de l'artére rénale ou encore, la

diminution de la pression oncotigue sanguine, comme dans le cas d'un syndrome néphrotique.
2.3.2. IRA post-rénale

Les IRA post-rénales sont causées par une obstruction des voies urinaires qui empéche
I'écoulement normal de l'urine en aval desreins. Cette obstruction peut étre située dans la vessie,
en dessous ou au-dessus de celle-ci, et peut affecter un ou les deux reins. L’obstruction entraine
une accumulation d'urine en amont et une augmentation de la pression hydrostatique urinaire
qui se propage jusqu'a la chambre urinaire, entravant ainsi la filtration glomérulaire. Les causes

courantes incluent I'hypertrophie de la prostate, les calculs rénaux et les tumeurs de la vessie.

2.3.3. IRA intra-rénale

Les IRA intra-rénales ou parenchymateuses sont classées selon la localisation histologique de
la Iésion, qui se trouve le plus souvent au niveau du glomérule ou du tubule rénal, mais qui peut
également affecter les parties interstitielles ou vasculaires du rein. C’est cette classe d’IRA qui
nous intéressera par la suite dans mes travaux de thése.

2.3.3.1. IRA avec atteinte glomérulaire
Elles définissent essentiellement les syndromes de glomérulonéphrite rapidement progressive
(GNRP) et les syndromes néphritiques aigus. Ce type d’IRA est caractérisé par des dommages
structurels des glomérules, causés par une inflammation aigué extra ou endo-capillaire. On
retrouve les vascularites primitives des petits vaisseaux dont les vascularites a ANCA (anti-
neutrophil cytoplasmic antibodies), la maladie de Goodpasture par anticorps anti-membrane
basale glomérulaire, et les maladies a dépdts de complexes immuns incluant le lupus
érythémateux disséminé, le purpura rhumatoide, la cryoglobulinémie et la glomérulonéphrite
aigué post-infectieuse.

2.3.3.2. IRA avec atteinte tubulaire
Elles sont la forme d'IRA la plus fréquente, et c’est en général celle sur laquelle se basent les
classifications diagnostiques décrites plus haut [9]. Les lésions des cellules tubulaires renales
sont causées par une ischémie liée a une diminution prolongée et/ou sévére de la perfusion

sanguine rénale ou par I'exposition a des substances néphrotoxiques.
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Les causes ischémiques comprennent des périodes prolongées et/ou sévéres d’hypotension,
d'hypovolémie ou d'hypoperfusion rénale. La déshydratation extra-cellulaire, le choc
hémorragique, l'insuffisance cardiaque, le syndrome hépatorénal, la congestion veineuse ou la
vasoconstriction réduisent de facon transitoire le DFG sans atteintes parenchymateuses, mais a
mesure que l'ischémie persiste, peuvent apparaitre des lésions tubulaires [4]. Toutes les IRA
fonctionnelles précédemment décrites, lorsqu’elles sont sévéres ou prolongeées, peuvent évoluer
vers une atteinte Iésionnelle de ce type.

Les médicaments néphrotoxiques (aminosides, cisplatine, ciclosporine par exemple) et les
produits de contraste iodés sont également des causes d'IRA par toxicité directe [10]. Les
lésions rénales liees aux medicaments surviennent par différents mécanismes. Les quatre
principaux types de lésions tubulo-interstitielles sont :

a) La nécrose tubulaire aigué qui survient suite a une néphrotoxicité chimique directe en

raison de I'exposition a certains médicaments tels que les chimiothérapies comme le cisplatine,
les antimicrobiens comme les aminosides ou l'amphotéricine, et les antiviraux comme le
tenofovir. Ces substances sont toxiques pour diverses fonctions cellulaires en particulier la
fonction mitochondriale, et leurs voies d'excrétion et de réabsorption a travers les tubules
proximaux contribuent a la survenue de I'IRA [10,11].

b) La néphropathie interstitielle aigué (NIA) est une néphrotoxicité immuno-allergique

induite suite a une inflammation dans le tubulo-interstitium et qui peut étre causée par plusieurs
medicaments tels que les béta-lactamines, les anti-inflammatoires non-stéroidiens, les dérivés
de sulfamide et les immunothérapies [10]. Ce type de médicaments déclenche une réponse
immunitaire médiée par les lymphocytes T, favorisant le développement de la NIA qui conduit
al'lRA[4,10,12]. La NIA liée aux inhibiteurs de pompe a protons est de plus en plus fréquente,
en particulier chez les personnes agées [13]. De plus, les infections peuvent étre a I’origine
d’une NIA dans 5 % a 10 % des cas [13,14].

c) La nécrose tubulaire aigué ischémigue qui survient suite & une baisse substantielle et

persistante de la perfusion rénale peut étre observée avec certains médicaments, notamment les
inhibiteurs de I'enzyme de conversion de l'angiotensine, les inhibiteurs des recepteurs de
I'angiotensine, ou les inhibiteurs de la calcineurine [4,10,15].

d) La nephropathie cristalline résulte de [linsolubilité de certains meédicaments

(méthotrexate, sulfadiazine, inhibiteurs de protéases par exemple) dans l'urine, entrainant leur

précipitation sous forme de cristaux dansles lumiéres tubulaires distales [10]. Elle se caractérise
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principalement par la présence histologique de dép6tsde cristaux intra-tubulaires. L'obstruction
intra-tubulaire et les Iésions tubulaires toxiques et inflammatoires conduisent a I'RA [4,10,16].
La Figure 2 résumant cette classification étiologique de 'IRA montre bien 1’extréme

hétérogénéite de ce syndrome, et sert de base a la mise en place de stratégies diagnostiques et
thérapeutiques.

Prerenal Renal

Sudden and severe reduction in blood pressure Artery
(shock) of interruption of blood flow to the kindeys \
from severe injury or illness Kicney
« Blood loss h

» Dehydration

» Heart failure

« Sepsis

» Vascular occlusion

Blood Flow

Intrinsic Renal

Direct injury to the kidneys by inflammation, drugs,
toxins, infection, or reduced blood supply
« Acute tubular necrosis
* Drugs
« Toxins
« Prolonged hypotension Urater _{
* Glomerulonephritis \ /
« Acute tubular necrosis \ Bladder /
* Drugs
* Toxins
« Autoimmune disease
« Infection
« Small-vessel vasculitis

Postrenal

Sudden obstruction of urine flow due to enlarged
prostate, kidney stones, bladder injury or tumor
» Benign prostatic hyperplasia

« Cervical cancer

» Meatal stenosis/phimosis

« Retroperitoneal fibrosis

« Prostate cancer

= Urinary calculi

Figure 2 : Causes de I’'IRA. D’aprés Thongprayoon et al., 2020.

3. Evolution de ’IRA et ses consequences cliniques
Aprés un épisode d’IRA, la capacité de régenération de 1’épithélium tubulaire dépend de la
présence de cellules progénitrices dans les néphrons (Figure 3). La perte compléte de ces
cellules peut entrainer une perte irréversible du néphron. Le nombre de néphrons perdus lors
d'un épisode d'IRA détermine le pronostic a long terme de la fonction rénale. Selon la gravité
de I''RA, un nombre limité, modéré, ou important de néphrons peut étre irréversiblement

détruit, ce qui entraine une MRC et une réduction de la durée de vie des reins [4].
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Figure 3 : Evolution et conséquences de ’IRA. D’aprés Kellum et al., 2021.

La MRC est le résultat d’une détérioration irréversible des structures rénales - atrophie
tubulaire, glomérulosclérose et artériosclérose — accompagnée d’une fibrose interstitielle, qui
aboutissent a la perte de fonction du rein [17]. Elle est définie comme une anomalie de la
structure ou de la fonction rénale diagnostiquée par un DFG anormal (< 60 ml/min/1,73 m?) ou
une protéinurie persistante pendant plus de 3 mois. Les causes de la MRC les plus courantes
sont la néphropathie diabétique, la néphroangiosclérose hypertensive, et les sequelles des
glomérulonéphrites. Indépendamment de I'étiologie, une grande proportion de patients atteints
de MRC peut éventuellement évoluer vers une insuffisance rénale terminale (ESRD, pour end
stage renal disease), nécessitant la dialyse ou la transplantation rénale.

Depuis 2008, les études indiquent que I'lRA et la MRC sont fortement liées, avec des facteurs
derisque etdes conséquences similaires (Figure 4). La préexistence d'une MRC augmente d’un
facteur 10 le risque de survenue d’une IRA. De méme, les atteintes rénales aigués qui se
traduisent par une altération aigué du parenchyme rénal [18] participent au développement
ultérieur d’une MRC [19,20]. Des études observationnelles ont montré que I'RA pouvait
conduire a une nouvelle MRC, a la progression de la maladie existante, et a un risque accru
d'insuffisance renale terminale et de mortalité [4,21]. De plus, les survivants d'unépisode d'IRA
peuvent avoir comme séquelle une hypertension artérielle, qui est alors considérée comme un
signe d’une MRC subclinique. Une cohorte rétrospective a identifié, aprés ajustement sur des
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facteurs démographiques, du statut de santé antérieur et des facteurs de risque cardiovasculaire,
une augmentation de 22 % du risque d’hypertension artérielle (> 140/90 mmHg) chez les
personnes ayant eu une IRA [22]. L’TRA est également associée a un risque accru a long terme
de morbidité et de mortalité cardiovasculaires [4,23-25]. Une méta-analyse incluant 254 408
adultes (55 150 ayant eu une IRA) a montré que I'RA augmentait le risque de développer une
insuffisance cardiaque congestive de 58 %, un infarctus aigu du myocarde de 40 %, et un
accident cardiovasculaire de 15 % [26]. Néanmoins, il n'est pas clair si cette augmentation de
risque est liée a un effet sur le systéme cardiovasculaire pendant I'épisode d'IRA, oua la MRC
post-IRA [4].

Acute
Kidney
Inju
: ury Outcomes
Risk Factors Disease Modifiers Cardiovascular
Age . . a2t events
: Severity of acute kidney injury :
Race or ethnic group SRl , Kidney events
: Stage of chronic kidney disease
Genetic factors ESRD
. No. of episodes i e
Fypertension Duration of acute kidney injur Disability
Diabetes mellitus Peotainiria i Diminishgd
Metabolic syndrome quality of life
Death
Chronic
Kidney
Disease

Figure 4 : L’interconnexion entre I'lRA et la MRC. D’aprés Chawla et al., 2014.

Il.  Implication du stress du réticulum endoplasmique (RE) dans la maladie rénale

Les mécanismes cellulaires et moléculaires en jeu dans I'IRA, la transition de ’'IRA vers la
MRC et la progression de la MRC sont nombreux et complexes, et il n’est pas possible d’en
faire la synthese ici. Nous avons néanmoins tenu a décrire les grandes lignes d’un processus
spécifique, le stress du réticulum endoplasmique (RE) car il s’agit d’une thématique de
recherche de mon laboratoire d’accueil, et que le premier travail de thése est centré dessus. De
nombreuses maladies rénales, qu'elles soient aigués ou chroniques, voient leur développement
et leur progression liés au stress du RE [27-32]. En effet, le RE joue un rdle crucial dans le
repliement et la maturation des protéines, et lorsque ce processus est perturbé, il peut entrainer

I'accumulation de protéines mal repliées dans le RE, induisant ainsi le stress du RE.
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1. Voies du stress du RE

Le RE joue un réle fondamental dans la maturation des protéines aprés leur traduction, grace
aux modifications post-traductionnelles qu'elles subissent dans la lumiére du RE, telles que la
glycosylation et I'acquisition d'une conformation tridimensionnelle spécifique. Les protéines
mal conformées sont éliminées du RE et dégradées apres ubiquitinylation par le systeme de
dégradationassocié au RE, appelé ERAD (endoplasmic reticulum-associated degradation) [33].
Cependant, dans certaines conditions (voir infra), la production de protéines mal conformées
dans la lumiere du RE peut excéder les capacités de dégradation basales par le protéasome via
le systtme ERAD, et induire un stress au niveau du RE. En réaction a cette situation de stress,
un mécanisme d'adaptation appelé la réponse UPR (Unfolded Protein Response) est activée
[33]. La réponse UPR est une réponse dynamique au cours de laquelle des voies d’adaptation
favorisant la survie cellulaire sont activées en parallele des voies régulant la mort cellulaire
programmée (apoptose). Selon I'intensité et la durée du stress du RE, la réponse UPR conduira
a la survie ou a la mort cellulaire [33]. La réponse UPR comporte trois voies de signalisation,
la voie IRE1-XBP1 (Inositol-requiring enzyme 1-X-Box Binding Protein 1), la voie ATF6
(activating transcription factor-6), et la voie PERK-elF2a-ATF4 (PKR-like ER-associated
protein kinase - eukaryotic translation initiation factor2 alpha - Activating Transcription Factor
4) [33] (Figure 5). L’accumulation de protéines mal conformées dans le RE est détectée par
trois protéines transmembranaires « senseurs » résidentes du RE : IRE1, ATF6 et PERK. A
’état basal, ces trois « senseurs » sont associés a la protéine chaperonne, immunoglobulin
heavy chain binding protein (BIP), également connue sous le nom de GRP78 (glucose-regulated
protein 78), qui les maintient dans un état inactif dans la membrane du RE. L’arrivée accrue de
protéines mal conformées dans la lumiére du RE déplace BIP dessenseurs permettant ainsi
I’activation de la réponse UPR [34].

Dans la Voie IRE1-XBP1, la dissociation de BIP de IRE1 induit la dimérisation et la

transphosphorylation de IRE1. La protéine IRE1 activée provoque 1’épissage de ’ARNm du
facteur de transcription XBP-1 et sa traduction. La protéine sXBP1 (spliced XBP1) ainsi
traduite migre dans le noyau et peut alors réguler positivement la transcription de génes codant
pour la réponse UPR, notamment les protéines chaperonnes et celles impliquées dans la
maturation des protéines, ou encore dans la dégradation des protéines mal conformées par le
systeme ERAD. L'activité endonucléasique d'IRE1 permet également une dégradation de

certains ARNm par un mécanisme appelé RIDD (regulated IRE1-dependent RNA decay).
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Dans la voie ATF6, La libération de ATF6 de BIP, lui permet de s’engager dans les vésicules

COPII pour étre transloqué vers 1’appareil de golgi ou il subit un double clivage protéolytique
par SP1 (site 1 protease) et SP2 (site 2 protease) [35]. Le domaine amino-terminal d’ATF6 ainsi
libére, migre vers le noyau pour activer la transcription de genes codant pour la réponse UPR
comme la protéine chaperonne BIP/GRP78 et des protéines impliquées dans le repliement des
protéines dans le RE et dans le systéeme de dégradation ERAD. ATF6 peut également activer le
facteur de transcription C/EBP homologue Protéine (CHOP) [36].
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Figure 5 : Voies de signalisation du stress du RE. D’aprés Bhattarai et al., 2020.

Dans la voie PERK—elF2-ATF4, la libération de la protéine kinase PERK de BIP, entraine sa

dimérisation et sa transphosphorylation dans sa partie cytosolique, ce qui active son domaine
kinase [37]. En conséquence, PERK phosphoryle et inhibe le facteur d'initiation de traduction
elF2a. el F2a phosphorylé réduit la traduction globale, diminuant ainsi la synthese desprotéines
dans la lumiére du RE. Cependant, la phosphorylation d’eIF2a permet la traduction sélective
du facteur de transcription ATF4 et I’augmentation de la production de protéines chaperonnes

et des capacités redox de la cellule. De plus, un mécanisme de rétrocontréle négatif impliquant

21



CHOP entraine la transcription de la protéine GADD34 (Growth Arrest and DNA Damage-
inducible 34), qui a son tour, induit la transcription de la protéine phosphatase 1c (PP1c). PP1c

provoque la déphosphorylation de elF2a, ce qui atténue la voie PERK [38].
2. Facteurs inducteurs du stress du RE

Une varieté de facteurs internes et externes peut entrainer une accumulation de protéines mal
conformées dans la lumiére du RE, induisant ainsi un stress du RE au sein des cellules rénales

[34]. Parmi ces facteurs, nous trouvons :

e L'hypoxie et la carence en nutriments (par exemple, privation en glucose), qui génerent un
stress énergétique en raison d'une faible disponibilité de I'adénosine triphosphate (ATP).

e Lesagentsréducteurs tels que le dithiothréitol (DTT) et le 2-mercaptoéthanol, qui inhibent
la formation des ponts disulfures, perturbant ainsi I'équilibre du statut redox.

e Les molécules interférant avec les enzymes de maturation protéique, telles que la
tunicamycine (Tun), un inhibiteur de la N-glycosylation.

e Le déséquilibre de I'homéostasie calcique induit par la thapsigargine (Tg), un inhibiteur
des canaux calciqgues SERCA (sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase), entrainant
une diminution de l'activité des chaperonnes dépendantes du calcium.

e Les inhibiteurs du transport des protéines du RE vers l'appareil de Golgi, comme la
bréféldine A (BFA), qui provoquent une accumulation de protéines dans le RE.

e Les mutations touchant des résidus critiques dans la conformation tridimensionnelle des

protéines, provoquant leur agrégation dans la lumiere du RE.

Certaines maladies rénales héreditaires sont causees par la présence de protéines mutées mal
conformées retenues dans la lumiere du RE, induisant ainsi un stress du RE [39]. Dans les
syndromes néphrotiques héréditaires, des mutations dans la néphrine (NPHS1), la podocine
(NPHS2), la laminine B2 (LAMB2) ou I'alpha actinine 4 (ACTN4) induisent un stress du RE
dans les podocytes. Diverses mutations dans les chaines a du collagene IV (COL4A) ont été
démontrées pour activer le stress du RE dans les néphropathies au collagéne 1V. Des mutations
dans l'uromoduline (UMOD) ont été rapportées comme déclencheurs du stress du RE tubulaire
dans la néphropathie tubulo-interstitielle autosomique dominante [40].

Dans le cas de I'lRA, le stress du RE est déclenché par des facteurs tels que I'exposition a des
substances néphrotoxiques ou l'ischémie-reperfusion (IR) rénale [28,41,42].

Les précédents travaux de notre équipe de recherche ont montré que des médicaments
immunosuppresseurs comme la ciclosporine, induisaient une toxicité rénale en activant le stress

du RE [43]. La ciclosporine provoque spécifiquement ce stress dans les cellules tubulaires
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proximales, entrainant une mort cellulaire et des altérations évocatrices de la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) pouvant contribuer a la fibrose rénale [43]. De plus, I'IR
susceptible de se produire notamment lors d"une transplantation rénale ou d’une chirurgie
cardiaque sous circulation extracorporelle (CEC) est un déclencheur majeur du stress du RE
rénal. Cette situation crée une carence en oxygene et en éléments nutritifs essentiels, comme le

glucose et les acides aminés, ce qui engendre le stress du RE [44].
3. Effets du facteur de transcription CHOP sur le rein

Lorsque le stress du RE atteint des niveaux éleves et chroniques, la réponse UPR apoptotique
devient prédominante [33]. Dans le rein, lI'apoptose induite par le stress du RE participe a la fois
aux dommages histologiques aigus et chroniques par I’intermédiaire du facteur de transcription
pro-apoptotique CHOP [28-32].

Le facteur de transcription CHOP, codée par le géne DDIT3 (DNA damage inducible transcript
3), est l'un des six membres identifiés de la famille des facteurs de transcription C/EBP
(CCAAT/enhancer binding proteins) qui se lient au motif de boite CCAAT présent dans
plusieurs promoteurs. CHOP également connu sous le nom de GADD153 (growth arrestand
DNA damage-inducible gene 153), DDIT3 ou C/EBPzetaest une protéine de 29 kDa, composée
de 169 acides aminés chez I'nomme ou 168 acides aminés chez les rongeurs. CHOP contient
deux domaines fonctionnels : un domaine d'activation/répression transcriptionnel a I'extrémité
N-terminale et un domaine basic-leucine zipper (bZIP) a I'extrémité C-terminale. Le domaine
bZIP est composé d'une région de liaison spécifique a 'ADN, riche en acides aminés basiques,

suivie d'un motif de dimérisation en fermeture éclair a leucine [45,46] (Figure 6).

Transcriptional activation/repression domains bZIP domain
‘- ' A\
10 101 130134 148 162
‘ Basic Leucine —
NH2 T region zipper COOH
10 18 Serd Ser9Ser82 97TSTS100 Gly109 Proti2

Figure 6 : Structure du facteur de transcription CHOP. D’aprés Yang et al., 2017.

Le niveau d'expression de CHOP est faible a 1’état basal, mais son expression augmente
considérablement en réponse au stress du RE par une induction transcriptionnelle dépendante
des trois voies UPR. En revanche, l'induction de CHOP sous I’action d’ATF4 est considérée
comme jouant un réle dominant en réponse au stress du RE [47]. ATF4 se lie au promoteur de
CHOP sur le site C/EBP-ATF [48] et induit ainsi sa transcription [36].
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CHOP peut jouer un double role, a la fois comme inhibiteur de la capacité des protéines C/EBP
a activer certains genes cibles [45,49,50], et comme activateur direct d'autres génes [51,52]. Le
mécanisme d’action de CHOP n’est pas clair. Plusieurs études ont montré¢ que CHOP induit par
le stress du RE exercait son action en se liant aux promoteurs des genes cibles sous forme
d’hétérodimere qu’il forme avec ATF4 ou C/EBPS [53].

CHOP a été rapporté pour la premiére fois en tant que molécule impliquée dans l'apoptose
induite par le stress du RE [49,54]. L'apoptose dépendante de CHOP est déclenchée en
modifiant I'expression de génes favorisant ou inhibant I'apoptose, que ce soit directement ou
indirectement [46] (Figure 7). Des expériences menées sur des souris déficientesen CHOP ont
mis en évidence la pertinence de l'apoptose induite par CHOP dans les maladies rénales
associées au stress du RE, avec des résultats montrant que l'inhibition de CHOP conduisait a
I'atténuation des signes de I'TR A ischémique [55,56], ainsi que de la MRC [57,58].
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Figure 7: Voies apoptotiques dépendantes de CHOP lors du stress du RE. D’aprés Yang et
al., 2017.

CHOP déclenche la voie apoptotique intrinséque en inhibant BCL-2 et en augmentant I'expression de protéines
pro-apoptotiques, BIM et PUMA, qui régulent la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale par
BAX-BAK. Cela conduit a la libération de cytochrome C et a la cascade des caspases. CHOP induit également
directement l'expression de DR5, ce qui favorise la médiation de la voie apoptotique extrinseque via la cascade
FADD et caspase8. De plus, CHOP induit la transcription de EROla qui oxyde PDI et augmente la production
des espéces réactives de l'oxygene (ROS) quijouentunréle critique dansl'apoptose. La voie EROla-IP3R-Ca2+-
CaMKII peut déclencher plusieurs voies apoptotiques, principalement l'apoptose mitochondriale dépendante du
Ca2+viale PTP. CHOP induit la transcription de GADD34 qui s'associe a PP1 pourfavoriser la déphosphorylation
du elF2a0 phosphorylé. Cet événement peut relancer la traduction des protéines et favoriser l'apoptose via les ROS.
Une autre cible est TRB3, qui empéche la phosphorylation d'Akt dans cette voie apoptotique. ATF5, en aval de
CHOP, facilite l'apoptose en activant certains genes pro-apoptotiques, tels que NOXA.
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En plus de son rdle pro-apoptotique, CHOP agit en tant que facteur de transcription
multifonctionnel dans la réponse au stress du RE [46,59]. Il intervient dans la régulation des
génes codant pour des protéines associées a la prolifération, la différenciation cellulaire,
I’autophagie, I'inflammation et le métabolisme énergétique. Larelation entre le stress du RE et
le métabolisme énergétique cellulaire est complexe, et plusieurs voies semblent étre a I'ceuvre.
Il a été décrit par exemple que CHOP réprimait I'expression du peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator-lalpha (PGC1la), un régulateur essentiel de la biogenése
et de la fonction mitochondriale [60], en réduisant la liaison dufacteur detranscription C/EBPf
au promoteur de PGCla [61].

De maniére intrigante, I''RA induite par une IR se caracterise par l'activation du stress du RE
[34], ainsi que par une altération du métabolisme du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD)
dans les cellules rénales, avec une diminution du contenu en NAD rénal [62] (voir infra). La
littérature offre peu d'informations sur les interactions potentielles entre le stress du RE et le
métabolisme du NAD. La question de savoir si le stress du RE joue un role dans la réduction
du niveau de NAD rénal lors de I'lRA n'a pas encore été explorée. Dans le cadre de cette these,
notre attention s'est particulierement portée sur cette interrogation afin d'apporter des eléments

de réponse.

I1l.  Réle de Paltération du métabolisme énergétique et de la biosynthése du NAD dans
la physiopathologie rénale

Le rein humain est un organe complexe avec environ 1 million denéphrons, chacun comprenant
un glomeérule suivi des segments tubulaires. Le compartiment tubulaire du rein comprend le
tubule proximal (avec le segment S1 le plus proche du glomérule, S2 et S3), I'anse de Henle, le
tubule contourné distal, et le canal collecteur. La majeure partie (99 %) de l'eau et des solutés
filtrés par le glomérule est réabsorbée par les tubules proximaux [63].

Les cellules des segments tubulaires ont des besoins élevés en oxygene et en acides gras pour
produire de I'ATP via la chaine respiratoire mitochondriale, ce qui les rend vulnérables aux
Iésions rénales. Le segment S3 du tubule proximal est particulierement sensible aux lésions en
raison de son emplacement profond dans le rein ou I'oxygene est moins présent. Un
métabolisme énergétique altéré est une caractéristique de I'IRA ischémique. Les aspects
énergétiques et métaboliques a l'origine de I'IRA ischémique sont donc importants a

comprendre pour développer de nouvelles stratégies de traitement.
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Figure 8 : Métabolisme énergétique dans le tubule proximal sain. D’aprés Gewin, 2021.

Le transport de l'eau et des solutés lors de leur réabsorption, au niveau du tubule proximal,
mobilise un grand nombre de transporteurs consommateurs d'énergie. Des mitochondries
abondantes sont présentes dans les tubules proximaux pour générer 'ATP nécessaire. Le tubule
proximal repose principalement sur I'oxydation des acides gras car cette source de carburant
fournit 106 unités d'ATP contre 36 du métabolisme du glucose. Des études anciennes ont
montré que les deux tiers de la consommation d'oxygéne dans le rein humain provenaient de
I'oxydation des acides gras [63,64].

Les acides gras sont absorbés dans les tubules rénaux via des récepteurs membranaires tels que
CD36, FABPet FATP (Figure 8). Les acides gras a longue chaine, tels que le palmitate, activés
en acyl-CoA par I’acyl-CoA synthétase (ACS) sont pris en charge par la navette carnitine pour
étre transportés vers la mitochondrie ou ils seront oxydes pour produire de I'ATP. La navette
carnitine est constituée de la CPT1 (carnitine palmitoyl transferase 1), de la CACT (carnitine
acyl-carnitine translocase) et de la CPT2 (carnitine palmitoyl transferase 2). CPT1 convertit
I’acyl-CoA en acylcarnitine a longue chaine, permettant son mouvement dans la matrice
mitochondriale via la CACT. CPT2 restitue alors I'acyl-CoA, qui subit une p-oxydation (FAO
pour fatty acid oxydation) dans la mitochondrie [63]. L'acétyl-CoA résultant rejoint le cycle de
I'acide tricarboxylique (TCA) ou cycle de Krebs, et s'oxyde entrainant la réduction du NAD* et
du flavine adénine dinucléotide (FAD*) en NADH et FADH, respectivement. Les NADH et
FADH produits entrent ensuite dans la chaine de transport d'électrons pour produire de I'ATP
[63,65].

Le NAD est donc un cofacteur essentiel pour la production d'énergie cellulaire via des réactions

d'oxydoréduction dans diverses voies métaboliques [66]. En outre, Le NAD agit comme un
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cosubstrat pour les sirtuines (SIRTS) et les poly (adénosine diphosphate-ribose) polymérases
(PARPS), qui régulent des aspects cruciaux de I'hnomeéostasie mitochondriale et cellulaire (voir
infra) [66]. Une déregulation de son homéostasie aura donc des impacts critiques sur le

fonctionnement de la cellule.
1. Métabolisme du NAD

Le NAD est constitué de deux ribose phosphate, une adénine et une base nicotinamide (Figure
9). Le NAD aune demi-vie de 1 a 2 heures dans le cytoplasme et le noyau et d'environ 8 heures
dans les mitochondries [67,68]. Bien que le NAD soit constamment dégradé, des concentrations
cellulaires stables sont maintenues grdce a un approvisionnement constant via la voie de
recyclage du nicotinamide (NAM), et les voies de biosynthese du NAD impliquant diverses
sources alimentaires, telles que I'acide nicotinique (NA), le nicotinamide riboside (NR), et le
tryptophane (TRP). Le rein est I'un des organes ayant les concentrations les plus élevées de
NAD cellulaire [69,70].
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Figure 9 : Structure du NAD. Extrait de Chini et al., 2017.

Des données expérimentales et cliniques ont démontré le réle crucial de I'homéostasie du NAD
dans le rein [62,71-73]. De ce fait, la régulation cellulaire du NAD est crucial pour maintenir
I'hnoméostasie métabolique et bioénergétique du rein [66,74]. Les cellules tubulaires proximales
(CTP) nécessitent un niveau d'énergie élevé pour la réabsorption du filtrat. Les mitochondries

sont les centrales énergétiques de la cellule et sont essentielles pour le contréle homéostatique
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de la fonction rénale [75,76]. En effet, une quantité importante d'ATP est produite grace a la
consommation mitochondriale de NADH, qui est produit lors du cycle de TCA [66,77]. La
survie des cellules tubulaires rénales et leur fonction dépendent de leur capacité a synchroniser
leurs besoins énergétiques avec la regulation de la génération d'énergie, des réponses
antioxydantes, et de la biogenese mitochondriale qui dépendent toutes du NAD cytosolique et
mitochondrial [72,78,79].

Une réduction de la voie de biosynthése de novo du NAD qui passe entre autres par la
diminution de l'activité enzymatique de la quinolinate phosphoribosyl transférase (QPRT), est
impliquée dans la survenue d'une IRA [62]. Toutefois, les mécanismes moléculaires qui
déterminent la réduction de la QPRT en cas d'IRA, ainsi que le role de la biosynthese altérée
duNAD dans la progression de la MRC, demeurent inconnus. Nous nous sommes intéresses a

cette question dans ce projet de thése.
1.1. Production du NAD

Chez les mammiféres, le NAD peut étre produit a partir de différentes formes de vitamine B3,
telles que le NAM, le NA et le NR [72]. Toutes ces molécules sont des précurseurs du NAD.
Le NAD est produit via la voie de Preiss-Handler a partir du NA, ou via les voies de
récupération a partir du NAM ou du NR. Alternativement, le NAD peut étre synthétisé de novo

via la voie des kynurénines, a partir d un acide aminé essentiel, le TRP (Figure 10).
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Figure 10 : Voies de synthéses du NAD. Adapté de Katsyuba et al., 2020.
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Les pools du NAD cytosolique, nucléaire et mitochondrial sont interchangeables [80].
Concernant la synthese de novo de NAD, son site principal semble étre le cytosol puisque toutes
les enzymes de cette voie sont localisées a ce niveau-la [72]. Des différences spécifiques a
chaque organe existent a la fois dans I'expression des différentes enzymes de biosynthéese de
NAD et dans la préférence pour des précurseurs de NAD spécifiques [80]. Presque toutes les
enzymes impliquées dans la biosynthése de NAD sont fortement exprimées dans les reins, en
particulier les enzymes responsables de la synthese de novo a partir du TRP [72]. En utilisant
des méthodes de tracage isotopique chez la souris, Liu et al. ont révélé que le foie et le rein
produisaient du NAD, principalement a partir du TRP. En revanche, d'autres tissus dépendaient

plutdét du NAM circulant excrété par le foie et les reins pour synthétiser du NAD [80].
1.1.1. Voie Preiss-Handler

Lavoie Preiss-Handler produit du NAD a partir du NA en trois étapes. Dans la premiere étape,
le NA est converti en nicotinamide adénine mononucléotide (NAMN) par la nicotinate
phosphoribosyl transférase (NAPRT). Le NAMN est ensuite converti en nicotinate adénosine
diphosphate (NAAD) par I'enzyme limitante de cette voie, la nicotinamide mononucléotide
adénylyl transférase (NMNAT) [81]. Dans la derniere réaction, le NAAD est converti en NAD
par la NAD synthétase (NADS). La voie Preiss-Handler est essentielle chez les mammiferes, et
une carence nutritionnelle en NA entrainerait une diminution significative du NAD tissulaire
[82].
1.1.2. Voies de récupération du NAD

En plus d’étre apportés par I’alimentation, le NAM et le NR sont des précurseurs endogenes du
NAD [83]. La synthése du NAD a partir de ces deux précurseurs se fait selon deux réactions
enzymatiques. Les deux voies partagent un intermédiaire commun, le mononucléotide
nicotinamide (NMN) qui peut étre produit a partir du NR phosphorylé par I’enzyme
nicotinamide riboside kinase (NRK), ou du NAM aprés I’ajout d'un groupement
phosphoribosyle par la nicotinamide phosphoribosyl transférase (NAMPT). La NAMPT est
considérée comme une enzyme limitante de la voie de récupération du NAD a partir du NAM
[84]. En effet, les souris dépourvues de NAMPT ne sont pas viables [85]. L'étape commune et
finale des deux voies de recyclage, catalysée par la NMNAT, est la conversion du NMN en
NAD.

1.1.3. Voie de biosynthése de novo du NAD

Le NAD peut étre synthétisé a partir du TRP alimentaire via la voie de biosynthése de novo du

NAD, appelée également voie des kynurénines (Figure 11). La tryptophane 2,3-dioxygénase
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(TDO) ou l'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) catalysent la premiere étape limitante de cette
voie en clivant le cycle pyrrole du TRP pour donner le N-formyl-kynurénine puis la kynurénine
(KYN). Au niveau rénal, seule I'TDO est présente [72]. La KYN est métabolisée sous 1’action
de la kynurénine 3-monooxygenase (KMO) en 3-hydroxykynurénine (3-HK) en présence de la
vitamine B2 comme coenzyme [86]. La 3-HK est ensuite convertie par la kynurénase (KYNU)
en acide 3-hydroxyanthranilique (3-HANA) puis en un intermédiaire instable, I'acide 2-amino-
3-carboxymuconique-6-semialdéhyde (ACMS) par la 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase
(HAAOQ). Ce dernier peut étre transformé spontanément en quinolinate (QA), qui sera converti
sous I’action de la QPRT, en NAMN. Ce dernier peut ensuite étre transformé en NAD via la
voie Preiss-Handler. La QPRT est une enzyme limitante de la synthése de novo du NAD
[62,66,74]. Elle est abondamment présente dans le rein, notamment dans le tube proximal, le
compartiment cellulaire le plus métaboliquement actif [87,88,62]. Mehr et al. ont montré
I'importance essentielle de la QPRT dans I'homeéostasie du NAD dans le rein, suggerant ainsi

un réle crucial dans la biosynthese du NAD [62].
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Moffett et al., 2020.
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En plus de la synthése du NAD, le catabolisme du TRP par la voie des kynurénines bifurque
vers d’autres sous branches (Figure 11). Sous I’action de kynurénine aminotransférases
(KATs), I'acide kynurénique (K A) est produit a partir de la KYN et ’acide xanthurénique (XA)
a partir de la 3-HK. Plusieurs enzymes de la voie des kynurénines notamment, les KATS et les
KYNU, requierent la présence de la vitamine B6 en tant que coenzyme [86]. De plus, TACMS
peut étre métabolisé par 1’aminocarboxymuconate-semialdéhyde décarboxylase (ACMSD,
appelée aussi picolinate carboxylase) en 2-aminomuconate semialdéhyde (AMS), qui se cyclise
spontanément en picolinate (PIC) [66]. Enfin, ’enzyme 2-aminomuconate-6-semialdehyde
dehydrogenase (AMSD), présente dans le foie mais pas dans le rein, convertit le AMS en 2-
aminomuconate, puis en glutaryl coenzyme A, afin de rejoindre le cycle de TCA pour la
production d’énergie [89].
1.2. Fonctions biologiques du NAD

Le NAD tient un réle central dans la production de I’énergie [90] et la réparation de 'ADN
[66]. Présent dans toutes les cellules de I’organisme, de nombreux processus métaboliques et
biologiques reposent sur la présence de cette molécule. La Figure 12 ci-dessous résumes les

roles clés du NAD dans I’organisme.

Figure 12 : Réles clés du NAD dans organisme. D’aprés Rajman et al., 2018.
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1.2.1. Ro6le du NAD comme cofacteur dans les réactions d'oxydoréduction

Le NAD joue un réle essentiel dans de nombreuses réactions d'oxydoréduction, en agissant
comme un intermédiaire pour le transfert d'électons dans diverses voies métaboliques et la
production d'ATP a travers la chaine respiratoire mitochondriale [90].

Le couple redox NAD*/NADH agit en tant que cofacteur dans les réactions d’oxydoréduction
impliquant I'échange d'électrons (Figure 13). Dans ces réactions, la forme oxydée, NAD™, agit
comme un accepteur d'électrons, tandis que la forme réduite, NADH, agit comme donneur
d'électrons. Dans les mitochondries, cette fonction permet d'établir un lien entre le cycle de
TCA et la chaine de transport des électrons (chaine respiratoire), ce qui est essentiel pour une
conversion efficace des nutriments en énergie. Dans les tissus mammiféres sains, comme le
rein, le rapport entre les concentrations intracellulaires du NAD* et du NADH se situe entre 3
et 10, favorisant ainsi les réactions d'oxydation [91].
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Figure 13 : Réaction redox du couple NAD*/NADH.

Le réle du NAD dans les processus d'oxydation cellulaire qui se produisent a la fois dans le
cytosol et les mitochondries est essentiel pour la génération de I’énergie dans la cellule [66].
Les processus métaboliques impliquant le NAD incluent la glycolyse dans le cytosol, et la -

oxydation et le cycle de TCA dans la mitochondrie (Figure 14).
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Figure 14 : Métabolisme du NAD dans les différents compartiments cellulaires. D’apres
Xie et al., 2020.

Les réactions impliquant lI'oxydation du NADH cytosolique comprennent la conversion de
I'oxaloacétate en malate via la navette malate-aspartate, et la conversion du dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) en glycéraldéhyde 3-phosphate (G3P) via la navette DHAP/G3P [72]. Ces
deux navettes jouent un rdle crucial en permettant le transfert rapide et efficace des électrons
issus du NADH produit lors de la glycolyse dans le cytosol vers la chaine respiratoire dansla
mitochondrie. Le NADH mitochondrial regénere le NAD* en cédant ses électrons au complexe
| de la chaine respiratoire, contribuant ainsi a la production d'ATP par phosphorylation

oxydative (Figure 15).
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Figure 15 : Schémas de la chaine respiratoire et de la synthése d’ATP par

phosphorylation oxydative.

Dans des mod¢les expérimentaux d’IRA, il a été observé une reduction du fonctionnement de
la chaine respiratoire entrainant une baisse de la production d’ATP et de la régénération du
NAD™* mitochondrial, ce qui a conduit a une défaillance de la B-oxydation [92]. Pour répondre
aux besoins énergetiques, la glycolyse est accelérée, aggravant ainsi la diminution en NAD*
cytosolique. Dans de telles conditions, le recyclage du NAD* cytosolique a partir du NADH est
maintenu par la réduction du pyruvate en lactate, et la désaturation desacides gras polyinsaturés
(AGPI, ou PUFA pour polyunsaturated fatty acid) en acides gras hautement insaturés (AGHI
ou HUFA pour highly unsaturated fatty acid), ce qui entraine une accumulation de lipides dans
les cellules tubulaires rénales [66].

Le NAD*sert desubstrat pour la forme oxydéed'unautre couple rédox, le nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADP*/NADPH), qui est synthétisé sous I’action de la NAD kinase
(NADK) (Figure 14). Dans le rein, le rapport NADP*/NADPH est de I'ordre de 0,5, avec le
NADPH comme forme dominante [93]. Le NADPH joue un role important dans la défense
antioxydante, essentielle pour protéger le rein contre le stress oxydant [66]. La NADPH
oxydase rénale (NOX4) réduit I'oxygéne moléculaire en anion superoxyde (O27) puis en
peroxyde d’hydrogéne (H202) [94-96]. Ce dernier est pris en charge par la glutathion
peroxydase pour étre neutralis¢é en deux molécules d’eau, en présence du glutathion réduit.
L’oxydationdu NADPH par le glutathion réductase permet la regénération de glutathion réduit.
Larégenération du NADPH est principalement assurée par la réduction du NADP* dans la voie
des pentoses phosphates (Figure 14). Enfin, le NADPH potentialise la protection vasculaire
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rénale en favorisant la génération du vasodilatateur, le monoxyde d'azote (NO) par la NO
synthétase [66].
1.2.2. Role du NAD comme substrat enzymatique

Le NAD est un substrat essentiel pour au moins trois classes d'enzymes : les PARPs, les SIRTs
et les synthétases d'ADP-ribose cyclique (CADPRS) [72] (Figure 16).

Figure 16 : Principales enzymes consommatrices du NAD. D’aprés Katsyuba et al., 2020.

Les PARPs appartiennent a une famille connue sous le nom d'ADP-ribosyle transférases [97].
En utilisant le NAD comme donneur d’ADP-ribose, les PARPs médient I'ADP-ribosylation sur
eux-mémes ou sur diverses protéines nucléaires cibles telles que les topoisomérases, les ADN
polymérases, les ADN ligases, les histones, et de nombreuses autres protéines de réparation de
I'ADN [98-100]. Ces réactions médiées par les PARPs jouent un role essentiel dans la stabilité
du génome et sa régulation épigénétique, la transcription de I'ARN et son devenir post-
transcriptionnel (Figure 17). Il a été récemment découvert que le NAD pouvait s’incorporer
sous forme d’une coiffe a I’extrémité 5’ des ARNSs de différents organismes, y compris chez
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I’Homme, en tant que signal de dégradation permettant de réguler la quantité et la durée de vie
des ARNscibles [101]. Les PARPs sont ainsi impliquées dans la réponse cellulaire au stress et
a I'ADN endommagé, et contribuent a la réparation de I'ADN [99,102]. Alors qu'une activité
modérée des PARPs protege l'intégrité du génome cellulaire, leur activation excessive entraine

I'apoptose, secondaire a une déplétion en ATP [72,103].
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Figure 17 : Régulation de I'expression génique par le NAD. D’aprés Xie et al., 2020.

Les SIRTs forment une famille de désacétylases dépendantes du NAD, appelées également
mono-ADP-ribosyltransférases. Elles sont présentes dans le noyau (SIRTs 1, 2, 6 et 7), les
mitochondries (SIRTs 3, 4 et 5) et le cytoplasme (SIRTs 1 et 2) [104,105]. Les SIRTs éliminent
le groupement acyl sur les protéines cibles en utilisant le NAD et génerent de I'O-acyl-ADP-
ribose et du NAM (Figure 16). Toutes les SIRTs partagent un domaine conservé de liaison au
NAD, mais different dans leurs régions terminales aminées et carboxyliques, leur activité
catalytique et leurs fonctions cellulaires [106,107]. Dans le rein, la SIRT la plus largement
étudiée est la SIRT1 [108,109]. Au niveau nucléaire, les SIRTs, en particulier la SIRT1,

exercent leur activité sur de multiples coactivateurs de transcription ainsi que sur les histones,
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entrainant une restructuration épigénétique (Figure 17). Cependant, la réduction de I’activité
des SIRTSs suite a une diminution du niveau du NAD pourrait contribuer a I'nyperacétylation
des histones et & une transcription génique aberrante. Par conséquent, le NAD joue un rdle pivot
dans la régulation de I'expression génique par l'intermédiaire des SIRTs. Les SIRT1 et SIRT3
ont également des effets réno-protecteurs par plusieurs voies, en réduisant le stress oxydatif,
I'apoptose cellulaire, I'inflammation et la fibrose [109,105,108,110]. De plus, la SIRT1 peut
réguler indirectement la biogenese mitochondriale en activant le PGCla [111]. Le PGCla est
un coactivateur transcriptionnel impliqué dans la régulation de nombreux processus cellulaires,
notamment le métabolisme énergétique et la biogenése mitochondriale [111]. Une étude
expérimentale a montré que la consommation du NAD par la PARP1 limitait sa disponibilité
pour la SIRTL, ce qui signifie qu’une activation intense des PARPs est suffisante pour atténuer
l'activité des SIRTs en raison de la déplétion locale du NAD, et pourrait conduire a la mort
cellulaire [112]. Une signalisation diminuée des SIRTs a été observee au cours de I'IRA
[113,114] et la MRC [108,115], notamment la néphropathie diabétique [116-119].

Les synthetases de CADPR, CD38 et CD157, régulent I'homéostasie du calcium en catalysant
la production de cADPR a partir du NAD (Figure 16) [120,121]. Le cADPR entraine la
mobilisation du calcium a partir des réserves du RE, participant ainsi dansle rein ala régulation
de la vasoconstriction rénale [122,123]. Au niveau rénal, le CD38 est présent dans les
glomérules et les CTP, et le CD157 dans le tube collecteur [118,120,124]. L hyperactivation
du CD38 est impliquée dans l’aggravation de I'IRA et la néphropathie diabétique
[125,126,124]. Le SARML est une autre enzyme qui utilise le NAD pour produire du ADPR et
du NAM (Figure 16). Bien que le SARML1 est fortement exprimé dans le rein, son role reste
inconnu [127,128]. Néanmoins, il a été décrit que l'activation du SARML1 induisait la mort
cellulaire, en particulier dans les cellules mononucléées du sang, notamment les lymphocytes
T [129].

La Figure 18 illustre I'noméostasie du NAD dans le rein, un processus crucial pour maintenir
I'équilibre métabolique et la fonction cellulaire dans cet organe vital. En tant que coenzyme, il
joue un role essentiel dans les réactions cellulaires telles que la respiration cellulaire, la
glycolyse et la dégradation des acides gras. De plus, le NAD exerce une influence sur la
régulation del'expression génique par lI'intermédiaire des SIRTs et desPARPs. Ces mécanismes
complexes contribuent a maintenir le bon fonctionnement du rein, et sont d'une importance

capitale pour la santé rénale et globale de I'organisme.
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Figure 18 : Homéostasie du NAD dans le rein. Adapté de Xie et al., 2020.

2. Altérations du métabolisme rénal du NAD

Le premier lien entre les niveaux de NAD et la santé a été établi en 1937 lorsque la Pellagre,
une maladie qui se manifeste par une dermatite, diarrhée et démence, a été découverte comme
étant causee par une carence alimentaire en niacine (Vitamine B3) [130,131]. Depuis lors, de
nombreuses études ont décrit une diminution des niveaux de NAD dans de nombreuses
conditions pathologiques, notamment dans la maladie rénale [66,72]. Un bon nombre d'études
chez I’animal mais aussi chez ’Homme ont montré que les niveaux du NAD sont
significativement réduits dans le rein en cas d'IRA[62,71,74,132-135], mais aussi dans laMRC
en particulier chez les personnes ageées et les diabétiques [136,137,134]. Bien que plus rare, la
diminution du NAD a été également observée dans des maladies rénales monogéniques
héréditaires [138]. Des mutations touchant deux génes desenzymes de la voie de biosynthése
de novo duNAD, laHAAO et la KYNU B, sont associées a des malformations congénitales, y
compris une dysplasie rénale avec une diminution du NAD plasmatique et intra-rénal [138]. Le
maintien du niveau intracellulaire du NAD dans la cellule tubulaire rénale est donc primordial

pour sa survie.
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2.1. Causes de la diminution du NAD dans le rein

La baisse des niveaux de NAD dans le rein peut étre une conséquence d’altération d 'une ou de
plusieurs voies de biosynthése du NAD, et d’une consommation accrue du NAD par les

enzymes qui I’utilisent, notamment les PARPS.

2.1.1. Altération de la production du NAD
2.1.1.1. Altération de la synthése du NAD au cours de ’'IRA

La diminution de la synthése de novo du NAD dans le rein a été observée lors de I'IRA,
ischémique et toxique, dans plusieurs modéles expérimentaux, et également chez I'Homme
[62,71,74,132,133,137].

Concernant le mécanisme de la diminution de la synthése de novo de NAD dans le rein lors de
I'IRA, desétudesde la derniere décennie ont déemontré I’implications dela QPRT, et duPGCla
qui joue un role crucial dans l'activation du géne QPRT (Figure 18 et Figure 19). En 2016,
Trai et al. ont montré sur un modéle murin d’IRA ischémique une baisse intra-rénale des
concentrations du NAD, liée a une diminution de sa synthese de novo a partir du TRP, avec une
baisse de I’expression de la QPRT et de son activateur, PGCla [74].

L'IRA expérimentale, induite par le choc septique, I’IR, le cisplatine ou I’acide folique, est
associée voire aggravée par une diminution du NAD en raison d'une réduction de I'expression
de la QPRT et de son activité revélée par une augmentation des taux du QA rénal et urinaire
[74,62,133,137,135,139,140]. De plus, la suppression partielle du transcrit QPRT est associée
a une susceptibilité plus élevée de développer une IRA ischémigque ou toxique [62,139]. En
revanche, la surexpression de QPRT dans le rein protégeait les souris contre I'RA [139].
Poyan Mehr et al. ont retrouvé chez des patients avec une IRA, survenue suite a une chirurgie
cardiaque sous CEC ou un séjour en unité de soins intensifs (USI), une accumulation du QA
urinaire et une augmentation du ratio QA/TRP [62]. Ces perturbations métaboliques suggérent
une diminution de la synthése de novo du NAD due a une réduction de P’activité de la QPRT
[62]. Cependant, un ratio urinaire QA/TRP élevé pourrait également étre observé lors d’une
activation accrue de I'IDO dans un contexte inflammatoire, et la diminution de I’expression de
la QPRT dans les reins des patients étudiés n’a pas été confirmée. En 2021, Faivre et al. ont
pour la premiére fois montré la diminution de ’expression du géne QPRT lors d’une IRA
ischémique post-transplantation rénale, dans les biopsies des greffons rénaux lors de leur

reperfusion [137].

39



La compréhension de la régulation de la QPRT et de I'noméostasie du NAD peut jouer un role
crucial dans I'élucidation de la physiologie de I'IRA et dans le développement de thérapies
novatrices.

Des études récentes ont montré que la diminution de la QPRT pouvait passer par la réduction
de I’expression de son activateur, PGCla. Ce dernier est retrouvé diminué dans le rein dans
plusieurs modeles d’IRA [74,141-143,133]. De plus, la suppression de PGCla chez la souris a
comme conséquence une expression plus réduite de la QPRT, une accumulation du QA, une
diminution des niveaux du NAD, et une susceptibilité plus élevée a développer une IRA
[74,141]. A linverse, la surexpression de PGClo augmentait 1’expression de la QPRT et les
niveaux du NAD, et atténuait la sévérité del'lRA [74,141]. Ila été montré tout récemment, que
I’activation transcriptionnelle de QPRT par PGCla passait par 1’intermédiaire du facteur de
transcription HNF4a (Hepatocyte Nuclear Factor 4 alpha) [139].

Ces découvertes indiguent que PGC1la, activeé entre autres par les SIRTs dépendantes du NAD
[144], exerce ces effets protecteurs sur le rein en favorisant la biogénése mitochondriale [111],
mais €galement en augmentant la synthése de novo du NAD qui passe par la régulation
transcriptionnelle positive de la QPRT. Le NAD rénal, la QPRT, le PGCla et les SIRTs
forment donc un systeme interconnecté dans lequel le PGCla et le NAD se régulent
mutuellement : le PGCla favorise la biosynthése de novo du NAD via la voie dépendante de
QPRT, et & son tour, le NAD permet I’activation de PGC1a par désacétylation sous I’action des
SIRTs [145] (Figure 19).

Tryptophan e
De novo
biosynthesis | PGCla

"
\ |
[Nicotinic acid ]—» 3

Salvage
pathway

Figure 19 : Implication de PGCla dans la diminution du NAD au cours de PIRA.
D’apres Clark et Parikh, 2021.
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Des perturbations touchant les autres enzymes de la voie de synthese de novo de NAD et celles
des autres voies de synthese du NAD ont été parfois observées lors de I'RA. Par exemple, une
diminution de I'expression de IDO, KMO, KYNU, HAAO, NAMPT, NMNAT et NAPRT a éte
observée dans plusieurs modéles d’IRA ischémique ou toxique [74,114,135,137,146]. Ces
données indiquent que lors d'une IRA, plusieurs voies de synthése du NAD pourraient étre
perturbées de maniére simultanée, contribuant conjointement a la réduction du niveau intra-
rénal de NAD.

2.1.1.2. Altération de la syntheése du NAD au cours de la MRC

Une altération d’une ou plusieurs voies de synthese du NAD a été observée dans différents
modeles expérimentaux de la MRC (Figure 20). En 2000, Saito et al. ont montré une
augmentation marquée de la KYN et du QA plasmatiques et urinaires chez des rats avec une
MRC induite par néphrectomie unilatérale [147]. De plus, dans une autre étude sur le méme
modele de MRC, la concentration plasmatique et le contenu rénal du TRP étaient réduits, tandis
que les niveaux du QA rénal et plasmatique étaient augmentés [148]. Cependant, dans ces deux
études, I'expression de la QPRT et les niveaux de NAD n'ont pas été quantifiés. Une baisse
intra-rénale des niveaux du NAD, corrélée a la sevérité de la MRC, a été décrite dans deux
modeles de MRC, induite par néphrectomie unilatérale et la néphropathie induite par lI'adénine,
chez le rat. L’expression de QPRT et NMNAT était diminuée dans les deux modéles, tandis
que celle de NRK était seulement réduite dans la néphropathie induite par l'adenine [149].
Faivre et al. ont également observé une diminution des niveaux du NAD rénal dans deux
modeles murins de MRC, le modele d’obstruction unilatérale de l'urétre (OUU) et le modele
protéinurique POD-ATTAC (podocytes- apoptosis through targeted activation of caspase-8)
[137]. De plus, plusieurs transcrits d’enzymes de la voie de synthese de novo de NAD (KMO,
KYNU, HAAO et QPRT) et des voies de récupération (NAMPT, NMNAT et NRK) étaient
souvent réduits. Une autre étude sur le modéle murin d’OUU, a rapporté une diminution du
NAD rénal et des transcrits de NAPRT, QPRT et ACMSD, associée a une augmentation de
I’expression de NNMT qui dégrade le NAM en toxines urémiques (TUs), le N-methyl-2-
pyridone-5-carboxamide (N-Me-2PY) et le N-methyl-4-pyridone-3-carboxamide (N-Me-4PY),
au détriment de son recyclage en NAD [150] (Figure 10 et Figure 20). En effet, la NNMT est
considerée comme une enzyme consommatrice indirecte duNAD [150]. De plus, la suppression
de NNMT permet d’améliorer les niveaux de NAD et d’atténuer I’inflammation et la fibrose
rénale [150].
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Dans un modéle murin de néphropathie diabétique induite par la streptozotocine (STZ), la
diminution de I'expression de NAMPT au niveau des CTP était corrélée a I'albuminurie et a la
fibrose rénale. De plus, la surexpression de NAMPT atténuait I'alouminurie [151]. Cependant,
des études opposees ont révélé que I'expression de NAMPT était augmentée dans les cellules
glomérulaires (cellules mésangiales et podocytes) ainsi que dans les CTP en cas de
néphropathie diabétique chez le rat [152,136,153]. Bien que les niveaux du NAD ne soient pas
quantifiés, une expression diminuée de la KMO était observée dans les glomérules rénaux de
patients et souris avec néphropathie diabétique [154].

Quelques étudesont été menées chez ’'Homme concernant la modulation des voies de synthése
de NAD lors de la MRC. Par exemple, une augmentation des niveaux plasmatiques de la KYN
et du QA a été observée chez des patients atteints de MRC terminale [147]. De plus, la
diminution de I'expression transcriptionnelle rénale des enzymes de la voie de synthese de novo
de NAD (KMO, KYNU, HAAO et QPRT) était corrélée au stade de la MRC, tandis que les
enzymes des voies de récupération restaient inchangées [137]. Enfin, il a été observé chez des
patients atteints de MRC une augmentation de I’expression de NNMT corrélée au degré de la
fibrose rénale. La diminution des concentrations plasmatiques des NAM et NMN, ainsi que
I’augmentation des concentrations des TUs issues du NAM (N-Me-2PY et N-Me-4PY), étaient
corrélées au stade de la MRC [150,155].

D’autres études ont également montré, dans des modeles de néphropathie diabétique et de
fibrose tubulo-interstitielle chez la souris et ’'Homme, une réduction intra-rénale de PGCla
[156-159]. Ces résultats suggérent que le lien physiopathologique connu dans I'IRA entre
PGCla et la diminution de la synthese de novo de NAD dépendante de QPRT, pourrait étre

également applicable sur la MRC.
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Figure 20 : Dérégulation du métabolisme du NAD au cours de la MRC. D’aprés
Chanvillard et al., 2023.

2.1.2. Accélération de la consommation du NAD

Des etudes sur des modéles cellulaires [160,161] et animaux [162,132] de I'IRA ischémique,
ont montré une diminution du NAD accompagnée d’une activation des enzymes
consommatrices du NAD, les PARPs, en particulier PARP1[163]. Chez ’Homme, I'expression
de PARP1 dans les biopsies de greffes rénales était corrélée au temps de lI'ischémie froide, a la
nécrose tubulaire aigué, et au délai derecupération de la fonction rénale apres la transplantation
rénale [164,165]. Bien que I’activité des PARPSs est essentielle pour la réparation de 'ADN en
cas de lésions légeéres, et peut induire ’apoptose pour préserver 1’intégrité du génome, leur
suractivation en cas de dommages importants de I'ADN entraine une déplétion du NAD et une
nécrose cellulaire [163,166].

L'inhibition des PARPs permet de restaurer le contenu en NAD et d’atténuer ces dommages.
L ’inhibition pharmacologique ou la suppression génétique de PARP1 dans des cellules rénales
en culture exposées a un stress oxydatif augmentaient le contenu en NAD et Pactivité
mitochondriale, et diminuaient la mort cellulaire [112,160,161]. De méme, chez l'animal,
l'inhibition pharmacologique ou génétique des PARPs était associée a une augmentation du

contenu rénal en NAD [132,162] et de la production d'ATP, ce qui a permis d'atténuer les
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Iésions rénales ischémiques [163,166]. Cependant, Iinhibition des PARPs peut entraver la
réparation de 'ADN nécessaire a la récupération apres une nécrose tubulaire aigué [167]. Pour
cette raison, la détermination dumoment opportun pour l'inhibition des PARPsapres une lésion
rénale aigué peut étre un facteur crucial pour permettre l'utilisation des inhibiteurs de PARPs
(PARPI) [167].

Une variation des niveaux du NAD rénal, dépendante du niveau d’expression de CD38 a été
observée dans des cellules rénales en culture et chez la souris [168-170]. En revanche, a notre
connaissance, aucune étuden'aexploré les effetsde l'inhibition ou de la surexpression de CD38
sur les niveaux de NAD rénal au cours de I''RA. Néanmoins, il a été montré dans un modele
murin d'IRA induite par les lipopolysaccharides (LPS), que I'expression de CD38 était
nettement augmentée dans les macrophages rénaux, et que I’inhibition de CD38 atténuait
I’inflammation et les Iésions rénales [125].

Dans la MRC, une hyperactivation des PARPs et de CD38 est également retrouvée dans le rein
(Figure 20). L’augmentation de I’activité des PARPs dans le rein en particulier dans les CTP,
est retrouvee dans plusieurs modeles de MRC [131,163,171]. La suppression du gene PARP ou
I’inhibition pharmacologique de PARPI augmentaient le contenu rénal en NAD et I’activité
des SIRTs [119], et réduisaient I'inflammation, I’apoptose et les dommages sur le rein [172—
175]. La surexpression rénale de CD38 dans la néphropathie diabétique est associée a une
diminution des niveaux du NAD, tandis que I’inhibition pharmacologique du CD38 permet de
restaurer le NAD rénal et I’activité des SIRTS, et d’atténuer I’inflammation et la fibrose rénale
[118,124]. Actuellement, aucune observation clinique ne montre d'augmentation de l'activité de
CD38 dans le cadre des maladies rénales aigués ou chroniques [121,131]. Des études
complémentaires seront nécessaires pour confirmer le réle de cette voie de consommation de
NAD dans la pathogenése des maladies rénales chez 'Homme.

En conclusion, la réduction du NAD dans les tissus rénaux pathologiques est probablement le
résultat d'une combinaison entre une consommation accélérée et une biosynthése réduite du
NAD [62,66,90,176-179]. Cependant, aucune des études précédentes n'a fourni de détails sur
le mécanisme de la diminution des niveaux de NAD ni sur la répression de I’enzyme QPRT

lors de la maladie rénale aigué ou chronique.
2.2. Consequences cellulaires d’une réduction du NAD

Etant donné que le NAD est impliqué dans de nombreuses réactions d'oxydoréduction et qu'il
fonctionne comme un cosubstrat dans de nombreuses réactions enzymatiques, il est difficile

d’isoler une seule voie effectrice pathologique d’aval dans I'RA. Au lieu de cela, I'lRA peut
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étre vue comme un état temporaire de déséquilibre de I'noméostasie du NAD avec des
conséquences cellulaires délétéres multiples.

De faibles concentrations de NAD et de SIRTL entrainent des altérations fonctionnelles
mitochondriales, qui conduisent & une augmentation de la production des espéces réactives de
l'oxygéne (ROS) et une diminution des défenses antioxydantes [133]. A faibles niveaux, les
ROS régulent plusieurs processus cellulaires tels que la prolifération, la survie et la croissance
cellulaire. Cependant, des niveaux élevés de ROS activent des voies de signalisation telles que
la voie P53/P21 et la voie des MAPKinases, ce qui entraine une activation de lI'apoptose et de
l'inflammation [180-182].

Plusieurs études ont montré qu'un faible niveau de NAD et une fonction mitochondriale
compromise entrainaient une perturbation de la B-oxydation des acides gras pendant I'lRA
[74,183-185]. La B-oxydation défectueuse et l'augmentation de la désaturation des AGPI en
AGHI due a la carence en NAD et a la fonction mitochondriale altérée, entrainaient
I'accumulation de lipides dans les cellules tubulaires rénales [66,100]. Le dysfonctionnement
de la B-oxydation est un facteur majeur de fibrose rénale [186]. Un défaut de la B-oxydation
rénale et I'accumulation de lipides participent probablement a la TEM, augmentant ainsi le
risque de développer une MRC a partir d'une IRA méme transitoire [65,158,187,188]. Ce
phénomene indique que le NAD joue un role significatif dans la progression de la fibrose rénale
en régulant la B-oxydation. Dans ce travail de these, nous allons regarder I'implication de la
diminution du NAD, en particulier la persistance de la reduction de la QPRT au niveau rénal,
dans la transition de I'lRA vers la MRC.

3. Potentiel thérapeutique du NAD dans les maladies rénales

Plusieurs thérapies potentielles qui favorisent la régénération du NAD ont été testées dans une
variété de modeéles précliniques et cliniques de maladies rénales aigués et chroniques pour
limiter les dommages rénaux et favoriser la récupération de la fonction rénale.

Le niveau de NAD peut étre augmenté par (i) la supplémentation alimentaire contenant ses
précurseurs, tels que le NA, le NAM, le NR et le NMN, (ii) l'inhibition de ses enzymes
consommatrices, notamment PARP1, ou (iii) la régulation a la hausse d’enzymes impliquées
dans sa biosyntheése [72].

De nombreuses études menées sur des organismes modeles (nématodes, rongeurs, etc.) ainsi
que chez I'Homme ont montré les effets bénéfiques de l'augmentation du NAD dans diverses

maladies rénales, qu'elles soient aigués ou chroniques [66,72,189].
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Dans le contexte de I'IRA, la restauration des niveaux de NAD par l'administration
d'activateurs de SIRTs [190], d'inhibiteurs de PARPs [132,162,167], d'inhibiteurs d'ACMSD
[71], ou par la supplémentation en NMN [176,191,192], NR [137], NAM [62,74,141] et NA
[193] protégeait contre les Iésions rénales aigués toxigues ou ischémiques.

La suractivation des PARPs entraine des lésions rénales et une apoptose par diminution du
métabolisme énergétique dans les tissus rénaux. L’utilisation de PARPi peut réduire
significativement I'lRA septique ou ischémique en améliorant le métabolisme énergétique du
rein et en inhibant la réponse inflammatoire [189,132,162,167]. Les PARPI tels que I’olaparib,
émergent comme une nouvelle stratégie thérapeutique pour réguler les niveaux de NAD.
Cependant, les PARPI doivent étre utilisés avec prudence puisque les PARPSs jouent un role
essentiel dans la réparation de 'ADN, ce qui pourrait étre important dans la phase de
récupération de I'lRA [189,163]. Des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer
I'efficacité des PARPI dans I'lRA clinique.

La fonction mitochondriale altérée peut étre récupérée par des activateurs de SIRTSs, tels que le
SRT1720 [194]. Il a été montré dans I'IRA expérimentale que les activateurs de SIRTSs
entrainaient la désacétylation et l'activation de PGCla, la récupération de la fonction et la
biogenése mitochondriales, et ’atténuation des Iésions rénales [190,195,196].

Des travaux récents de Katsyuba et al. ont montré que l'inhibition pharmacologique del'enzyme
ACMSD dans des modeles rénaux in vitro et in vivo pouvait avoir des effets bénéfiques sur le
rein en augmentant les niveaux du NAD [71]. Le traitement des cellules tubulaires rénales
humaines, HK-2 (human kidney 2) avec le TES-1025, augmentait les niveaux de NAD et
d'ATP, tout en réduisant l'apoptose induite par le cisplatine. De plus, linhibition
pharmacologique de I'ACMSD augmentait efficacement les niveaux de NAD chez le ver
Caenorhabditis elegans. Enfin, I’ladministration de TES-991 ou TES-1025 a des souris avec
IRA induite par le cisplatine ou I’IR, boostait la synthése de novo de NAD, décelée par une
diminution du QA et une augmentation du NAD dans le rein, et protégeait la fonction rénale
[71].

L’utilisation de précurseurs de NAD tels que le NAM est associee aune légere amélioration de
I'IRA ischémique chez des modeéles animaux et chez des patients [141,74,62]. Tran et al. ont
montre que la stimulation de la biosynthése du NAD via la voie de récupération, en utilisant du
NAM exogéne, ameliorait I'TRA ischémique chez la souris [74]. Cependant, Piedrafita et al.
ont constaté une absence d’augmentation du contenu en NAD rénal ou d’amélioration de la
fonction rénale chez les souris avec IRA ischémique supplémentées en NAM [197]. Poyan
Mehr et al. ont montré dans une étude clinique (NCT02701127, Tableau 3) que
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I’administration orale de NAM la veille d’une chirurgie cardiaque, le jour méme et le
lendemain, semblait prévenir la survenue de I’IRA [62]. En revanche, afin de confirmer
l'efficacité du NAM en tant que thérapie préventive peu colteuse de I'lRA, des essais cliniques
randomisés suffisamment puissants seront nécessaires ; certains sont en cours (Tableau 3).
L’apport de NR dans I’IRA toxique et ischémique chez la souris a permis d’améliorer la
fonction rénale et les lésions tubulaires [137]. A T’inverse, une étude a rapporté que
l'administration prophylactique de NR chez des rats soumis a une IRA ischémique n’atténuait
pas les lésions tubulaires aigués [133]. En revanche, un essai clinique (NCT03176628, Tableau
3) a montré que ’administration de NR associé au pterostilbéne, un activateur puissant des
SIRTs, par voie orale (capsule NRPT) augmentait les niveaux de NAD dans le sang et
améliorait le DFG chez des patients avec une IRA de causes variées [198]. En vue de I’action
réno-protectrice prometteuse de I’association NRPT, une étude de phase 11 est en cours chez
des patients traites par reparation complexe d'anévrisme aortique et reconstruction de la crosse
aortique (NCT04342975).

La supplémentation systémique en NMN chez la souris avec IRA toxique ou ischémique
augmentait le contenu rénal en NAD et l'activité dela SIRTL, atténuait les Iésions rénales aigués
et restaurait la fonction rénale [176,191]. Une étude récente de 2023, a montré que la
supplémentation en NMN ou NR conférait des bénéfices comparables contre I'TRA induite par
le cisplatine chez les souris [134]. Un essai clinique est actuellement en cours pour évaluer
l'efficacité du MIB-626, une forme orale microcristalline de NMN, dans la protection rénale
chez des adultes atteints de la COVID-19 (SARS-CoV-2) (Tableau 3).

L'utilisation de NA protége les rats contre les lésions renales aigués ischémiques [193].
Récemment, un essai clinique (NCT04893733) a évalué I'efficacité d'un complexe de vitamines
B (B1, B6 et B12) administré par voie intraveineuse chez des patientshospitalisés atteints d'IRA
de causes variées [199]. Les résultats ont montré une amélioration de la récupération rénale
totale et une réduction du risque de développer une néphropathie chronique de novo ou de
progression d’une néphropathie chronique préexistante mais aucun effet sur la survie & 3 mois
[199]. Le mécanisme des effets bénéfiques de cette thérapie sur le contenu en NAD et le rein
n'est pas encore completement compris, bien que le rdle incontestable de la vitamine B6 en tant
que coenzyme (Figure 11) de plusieurs enzymes de la voie de novo du NAD soit établi [200].
En conclusion, toutes ces études montrent donc que la supplémentation en précurseurs de NAD
peut avoir un effet réno-protecteur; des études supplémentaires seraient nécessaires pour

évaluer leur efficacité thérapeutique sur I'TRA et sa progression en MRC.
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Dans le contexte de la MRC, les options de traitement spécifiques pour ralentir la progression
de la maladie et prévenir ses complications sont limitées. La supplémentation en précurseurs de
NAD présente le potentiel de cibler les complications métaboliques et cliniques associées a la
MRC, telles que la dyslipidémie, la dysfonction musculaire squelettique, les altérations du
métabolisme des acides aminés, et le stress oxydatif [66].

La supplémentation en NAM, NR et NA a éteé évaluée chez la souris et ’'Homme atteints de
MRC [72].

L utilisation du NAM a permis de reduire I'inflammation et la fibrose rénale chez la souris avec
MRC [201,202], d’augmenter la concentration plasmatique du NAD, et de lutter contre
I’hyperphosphatémie chez des patients hémodialysés [203]. Cependant, I’efficacité de ce
traitement dans la MRC reste controversée. Un essai clinique sur la MRC modérée a sévere
avec un traitement combiné de NAM (NCT02258074) pendant une période de 12 mois
(Tableau 3) n’a montré aucun effet bénéfique sur la fonction rénale ou sur sa progression
[204,205]. Cela suggére que cette approche pourrait ne pas étre bénéfique sur la MRC avancée
étant donné que les dommages rénaux sont déja séveres [163]. De plus, I’administration de
NAM n’a pas toujours amélioré la MRC car, selon certaines études, le NAM exogene est
dégrade en TUs, N-Me-2PY et N-Me-4PY/, qui s’accumulent et aggravent la MRC [155,206].

La supplémentation prophylactique de souris en NR n’avait aucun effet bénéfique sur la
fonction rénale ou la progression de la MRC chez la souris (modeéle d’OUU et modéle
protéinuriqgue POD-ATTAC) [137]. L’administration combinée du NR avec la coenzyme Q10
(Q) (Figure 15 et Tableau 3) pendant six semaines chez des patients avec MRC modérée a
sévere a montré une légére amélioration des marqueurs du métabolisme mitochondrial et de la
dyslipidémie, ce qui mérite d’étre confirmé par des études de plus longue durée [207].

De méme, I’administration de NA (niacine) chez la souris réduisait plusieurs complications de
la MRC, notamment I'hnypertension artérielle et la protéinurie, en atténuant le stress oxydatif et
l'inflammation [208]. De plus, une amélioration de la fonction rénale et de la dyslipidémie a été
observée chez les patients atteints de MRC supplémentés en NA [209,210]. Cependant, une
autre étude de phase 1V n'a montré aucun effet bénéfique de la supplémentation en NA sur la
MRC (NCT00852969) [211].
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Tableau 3 : Synthese des essais cliniques des précurseurs du NAD en lien avec I'lRA et la MRC [212].
Condition | Précurseur | Dose/Posologie Durée de Age (ans)/ | Population Titre de I’étude Phase | Statut NCT/ Références
/ Maladie | de NAD /Voie Traitement | Sexe
d’administration
IRA NAM 1gou3gparjour | 3jours +18/ tous Patients avec Molecular effectsof | | Complété NCT02701127 [62]
de NAM, chirurgie vitamin B3
(1jen pré- cardiaque (Niacinamide) in
chirurgie, en post- acute kidney injury
chirurgie et 24 h
apres), VO
IRA NAM 3 g parjour 3jours +18/ tous Patients avec NAD* 1 Encoursde | NCT04750616
NAM, VO chirurgie augmentation in recrutement
cardiaque cardiac surgery
associated
myocardial injury
trial (NACAM)
IRA NAM NAM (500 mg 3 jours +18/ tous Patients avec choc | Does high- dose 1 Encoursde | NCT04589546
mixé dans 50 ml septique vitamin B3 recrutement
d’eau saline), supplementation
chaque 12 h, IV prevent major
adverse kidney
events during septic
shock? (VITAKI)
IRA NAM 1gou3gparjour | 3jours +18/ tous Transplantés Graft Acute Kidney | 111 Pas de NCT05513807
de NAM rénaux Injury: Vitamin B3 recrutement
(Immédiatement to facilitate renal encore
en pré- recovery in the
transplantation, early life of a
puis en post- transplant
transplantation et
24 h apres), VO
IRA NR 2X capsule par 2 jours +18/ tous IRA induite par Pharmacokinetics, | Complété NCT03176628
jour (Chaque médicaments pharmacodynamics [198]
capsule néphrotoxiques, and safety of basis
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Condition | Précurseur | Dose/Posologie Durée de Age (ans)/ | Population Titre de I’étude Phase | Statut NCT/ Références
/ Maladie | de NAD /\Voie Traitement | Sexe
d’administration
NR/Ptérostilbéne produits de in acute kidney
: 250/50 mg, contraste, injury study
500/100 mg, chirurgie (BAKIS)
750/150 mg cardiaque,
0u1000/200 mg), hypotension
VO
IRA NR 4X capsule 8 semaines +18/ tous Patients traités par | Protection from 1 Encoursde | NCT04342975
Basis™, 2X/J, (2 semaines réparation acute kidney injury recrutement
(Chaque capsule : | pré-chirurgie complexe (AKI) with Basis™
125mgdeNR et | et6 d'anévrisme treatment
25 mgde semaines aortique et
Ptérostilbéne), post- reconstruction de
VO chirurgie. l'arc aortique
IRA NR 2X capsule, 2XJ, 10 jours +18/ tous Patients atteints Nicotinamide 1 Pas de NCT04818216
(Chaque capsule : de la SARS-CoV- | riboside in SARS- recrutement
250 mgde NR), 2 (COVID-19) CoV-2 (COVID-19) encore
VO patients for renal
protection
(NIRVANA)
IRA NMN 1 g MIB-626, 14 jours +18/ tous Patients atteints Phase 2a MIB-626 | Il En cours de NCT05038488
2XJ, VO de la COVID-19 vs. placebo recrutement
COVID-19
IRA Vitamine B [ 1X complexe de 5 jours 18- IRA de toutes Intravenous v Compléte NCT04893733
vitamine B 100/tous causes administration of [199]
(vitamine B1, B6 confondues vitamin B complex
et B12), 2XJ, IV improves renal
recovery in patients
with AKI
(VIBAKI)
MRC NAM 1X capsule NAM [ 12 mois 18-85/ tous | Patients avec The COMBINE 1 Complété NCT02258074
de 750 mg 2XJ, et MRC avec DFG < | study: the CKD [204,205]
2X capsule de 500 60 ml/min/1,73 optimal
mg de carbonate m2sans dialyse management with

50



Condition | Précurseur | Dose/Posologie Durée de Age (ans)/ | Population Titre de I’étude Phase | Statut NCT/ Références
/ Maladie | de NAD /\Voie Traitement | Sexe
d’administration
de lanthanum, Blnders and
1XJ, VO Nicotinamide
(COMBINE)
MRC NR 1X capsulede 600 | 6 semaines 30-79/ tous | Patients avec Trial of 1 Complété NCT03579693
mgde NR et 2X MRC avec DFG < | nicotinamide [207]
capsule de 250 60 ml/min/1,73 riboside and Co-
mg Coenzyme mZsans dialyse enzyme Q10 in
Q10, 2XJ, VO chronic kidney
disease (CONR)
MRC NR 500 mgNR, 2XJ, | 3 mois 35-80/ tous | Patients avec Nicotinamide 1 Encoursde | NCT04040959
VO MRC en stades 3- | riboside recrutement
4 (DFG : 59-15 supplementation for
ml/min/1,73 m?). | treating arterial
stiffness and
elevated systolic
blood pressure in
patients with
moderate to severe
CKD
MRC NMN 1 g MIB-626, 24 semaines | +60/tous Patients atteints NAD Augmentation | 11 En cours de NCT05759468
2XJ, VO de néphropathie in Diabetes Kidney recrutement
diabétique Disease
MRC NA 1000 mg parjour | 14 semaines | 21-80/tous | Le stade 2 de la Niacin and v Compléte NCT00852969
de NA, VO MRC (DFG > 60 | endothelial function [211]
ml/min/1,73 mZ2et | in early CKD

microalbuminurie
/protéinurie) et les
stades 3-4 (DFG :
59-15

ml/min/1,73 m2).
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IV. Catabolisme du TRP, activation de la voie des kynurénines en physiopathologie

rénale

Dans le rein, le catabolisme du TRP via la voie des kynurénines génere des métabolites
biologiquement actifs qui jouent un réle crucial dans la modulation de la réponse immunitaire
et du métabolisme énergétique [89,213].

1. Description de la voie des kynurénines
Dans le rein, la voie des kynurénines peut étre subdivisée en trois branches distinctes comme

le montre la Figure 11.

e Labranche de lasynthése de novo de NAD ou la KY N est convertie en 3-HK, 3-HANA

puis en QA, pour finalement aboutir a la production de NAD, qui est le produit final
privilégié de la voie des kynurénines [214].

e Labranche du KA qui conduit a la production de KA et de XA, médiée par les KATSs.

Cependant, cette voie est mineure dans des conditions physiologiques, probablement en
raison de la cinétique enzymatique qui la régit [214]. Cette voie se voit donc activée
dans les conditions qui conduisent a une augmentation duniveau du TRP ou dela KYN,
ou I’inhibition de la KMO [214].

e Labranche du PIC, médiée par I'enzyme ACMSD, qui convertie ’ACMS en AMS puis

en PIC par cyclisation non enzymatique. En physiologie normale, la voie des
kynurénines est orientée principalement vers la production duNAD. Le PIC ne peut étre
formé en quantités plus importantes que lorsque I'ACMSD est saturée par son substrat,
I’ACMS [214].
2. Fonctions des catabolites de la voie des kynurénines dans le rein
Des preuves de plus en plus nombreuses soutiennent 1’idée que I'inflammation joue un réle clé
dans l'activation de la voie des kynurénines et que, réciproquement, les métabolites de la voie
des kynurénines agissent comme des modulateurs clés de la réponse inflammatoire [215]. La
cytokine pro-inflammatoire interféron-y (IFN-y) est un puissant activateur de I''DO [216,217].
De plus, le facteur de croissance TGF-B (Transforming Growth Factor ) favorise la
phosphorylation del'lDO, ce qui entraine une production supplémentaire du TGF-p et de 'IDO
(Figure 21). Une sécrétion prolongée et soutenue de cette cytokine pro-fibrotique, TGF-B,
conduit a la fibrose post-IRA et a une dysfonction rénale chronique [216]. Des effets
immunomodulateurs sur les cellules dendritiques (CDs) et les lymphocytes T ont été établis

pour la plupart des métabolites de la voie des kynurénines, notamment la KYN, le KA, le 3-
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HANA, le QA et le PIC [89,218-221]. Dans le rein, les CDs résident principalement dans les
espaces interstitiels du cortex rénal [222].

La KYN produite suite a I'activation de I'lDO par I'lFN -y, agit comme un agoniste du récepteur
de I'hydrocarbure aromatique (AhR) [220], qui, une fois activé, régule a son tour I'lDO, créant
ainsi une boucle de rétrocontrole positif de 'TDO (Figure 21). La KYN est bénéfique pour le
rein notamment en cas de lésions rénales aigués. Produite par les CDs rénales, la K'Y N favorise
I’expansion des lymphocytes T régulateurs (T regs) et la sécrétion de Iinterleukine
immunosuppressive, I’'TL-10, par les polynucléaires neutrophiles, touten inhibant la production

des cytokines pro-inflammatoire, I’IlFN-y et I'IL-17, par les lymphocytes T (Thl et Th17).
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Figure 21 : Effets immunomodulateurs de la voie des kynurénines au cours de

Pinflammation. Adapté de Proietti et al., 2020.

L’expression de I'IDO dansles cellules dendritiques rénales est régulée a la hausse par I''FN-y. L’IDO dégrade
alors le tryptophane et produit de la kynurénine, un agoniste du récepteur de I'hydrocarbure aromatique (AhR). Le
AhR, une fois activé, peut conduire a une régulation positive supplémentaire de I''DO. La kynurénine induit (1)
I’expansion des T regs et la sécrétion de I’'IL-10 par les polynucléaires neutrophiles, (2 et 3) inhibe la production
de PIFN-y et I'T L-17 parles lymphocytes T et diminue les Iésions rénales. Le TGF-B favorise la phosphorylation
de I''DO dansses motifs ITIM (immunoreceptortyrosine-based inhibition motif) par les kinases Src. L'interaction
de I''DO phosphorylée avec les phosphatases SHPs, active & son tour la transcription de TGF-p.

Comme illustré dans la Figure 22, le KA agit comme modulateur anti-inflammatoire, en
activant le récepteur couplé ala protéine G35 (GPR35) et le AhR dans les cellules immunitaires
et renales [221,223]. De plus, le KA est un antagoniste non-compétitif des récepteurs du
glutamate, le récepteur N-méthyl-D-aspartate (NMDAR) et le récepteur a-amino-3-hydroxy-5-
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meéthyl-4-isoxazolepropionate (AMPAR), présents dans le rein [221,224]. L'activation basale
du NMDAR est essentielle pour le bon fonctionnement rénal, mais sa suractivation peut
entrainer des altérations structurelles et fonctionnelles du rein [224]. Les effets potentiels des
agonistes et antagonistes du NMDAR sur ce récepteur ne sont pas encore entierement compris
[224]. Des études ont montré que I'inhibition du NMDAR, entre autres par le KA améliorait
I'RA induite par I’IR, tandis que son activation atténuait la TEM et la fibrose rénale [225,226].
Des recherches futures seront nécessaires pour approfondir notre compréhension des

interactions du KA avec ses récepteurs et leur implication dans la physiopathologie rénale.

AP1) 7

TNF, HMBG1, IL4,
7 a-Def, iNOS '

Figure 22 : Effets immunomodulateurs et anti-inflammatoires de ’acide kynurénique.
D’apres Wirthgen et al., 2017.

Le 3-HANA, le QA et le PIC sont également décrits comme des immunosuppresseurs, mais
leurs rbles dans la physiologie rénale ne sont pas clairs [227,228]. En plus d’étre le catabolite
de la voie des kynurénines qui favorise la synthese du NAD, le QA agit comme un agoniste du
NMDAR et semble jouer un role anti-inflammatoire. 1l contribue a réduire l'activité des
lymphocytes T CD8 cytotoxiques et favorise un équilibre en faveur deslymphocytes auxiliaires
CD4 de type Th2 par rapport aux Thl [229].
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3. Activation de la voie des kynurénines en pathologie rénale

3.1. Activation de la voie des kynurénines au cours de ’'IRA

Une réduction du TRP, le substrat initial de la voie des kynurénines, est décrite dans I’IRA,
qu'elle soit ischémique, septique ou toxique, et que ce soit dans un contexte expérimental ou
clinigue. Cette diminution, identifiée au niveau du rein [62], des urines [62,230,231] et du
plasma [231-236], est un indicateur manifeste de l'activation de la voie des kynurénines.
Exceptionnellement, dans I’IRA expérimentale induite par la gentamicine, qui inhibe
spécifiqguement l'activité de I'IDO [215,237], le taux de TRP ne diminuait pas [238,239].
Pendant I'RA, l'inflammation causée par les lésions rénales initiales est entretenue par des
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-y, un puissant activateur del'lDO [215-217,220].
Une augmentation de I’expression de I'IDO est retrouvée au cours de 'IRA ischémique ou
toxique chez la souris, qu’il soit au niveau des CTP [240] ou des CDs de I'interstitium [241].
Cependant, I’étude transcriptomique sur le rein total n’a pas toujours confirmé cette
hyperactivation de ’'IDO dans I'IRA expérimentale ischémique ou toxique [74,137,135]. Chez
I’Homme, une augmentation de I’expression transcriptionnelle et protéique de I'IDO est
également observée dans les CTP de greffons apreés ischémie froide [137] ou rejet aigu [232].
De plus, une augmentation du ratio KYN/TRP, marqueur indirect de l'activation de I'lDO, a été
observee chez des greffés rénaux, tant dans l'urine [232] que dans le plasma [231,232,242], lors
des épisodes d'IRA [235] ou de rejet de greffe [231,232,242].

La suppression génétique ou pharmacologique de I'IDO dans I'IRA ischémique réduit
infiltration lymphocytaire du rein, la nécrose tubulaire, et améliore la fonction rénale [240].
Cependant, I’effet inverse s'est produit dans un modele murin d’IRA induite par le cisplatine,
lorsque les souris avaient préalablement recu une injection intraveineuse de CDsdans lesquelles
I’'IDO avait été inhibée [241]. Malgré ces divergences constatées, il est important de noter que
les deux études ont été réalisées sur une espece identique de souris, du méme sexe, et ont fait
appel au méme traitement pharmacologique (1-méthyl-TRP) visant a entraver la production de
la KYN par I'IDO. Les auteurs de la deuxieme etude ont conclu que la KYN conférait un
phénotype immunotolérant aux CDs qui la produisent, permettant I’expansion des lymphocytes
T regs et la production de cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10 [241]. En revanche, en
I’absence de KYN, suite a I’inhibition de I’'IDO dans les CDs, les T reg se différenciaient plutét
en cellules Thl et Th17 produisant 'INF-y et I’IL-17 qui sont néfastes pour le rein (Figure 21).
Ces observations soulignent I'importance cruciale de l'activité immunosuppressive de I''DO

produite par les CDs pour la protection rénale.
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La diminution du TRP, associée a la répression quasi systématique de la QPRT, I'enzyme clé
dela synthése de novo duNAD, aucours delI'lRA (voir supra), est en faveur d 'une accumulation
des métabolites en amont de celle-ci, et/ou d’une activation d'une ou plusieurs autres branches
de la voie des kynurénines. Une activation de la branche de la voie des kynurénines conduisant
a la synthese du KA a partir de la KYN sous I’action de la KAT a été décrite dans 'IRA. Une
augmentation du KA et/ou du ratio KA/TRP plasmatique a été observée dans I'IRA
expérimentale, qu'elle soit ischémique, toxique ou septique [234,236,243]. Cette élévation du
KA plasmatique était corrélée au degré de I'inflammation systémique [243]. De maniére
notable, des taux élevés du KA et/ou du ratio KA/TRP ont également été observés dans les
urines de patients atteints d'IRA associée a la COVID-19, ou d’IRA d'origine multifactorielle
[230,244].

3.2. Activation de la voie des kynurenines au cours de la MRC

Bien que le role de I''DO dans la MRC ne soit pas clairement établi, des études suggerent que
la corrélation entre la MRC et I'l DO pourrait étre principalement duea l'inflammation chronique
qui favorise l'activation de I'IDO [217]. Des recherches récentes ont montré que 1’inhibition
spécifique de I'IDO atténuait la fibrose rénale suite a la réduction de I’expression du TGF-f
dans le rein [245].

Une augmentation de I'expression rénale glomérulaire et tubulaire de I''DO a été décrite dans
des modele expérimentaux de la MRC [246-249]. De méme, plusieurs études réalisées sur des
cohortes de patients atteints de MRC de différentes étiologies, ont montré une augmentation de
l'activité de I'IDO [250-252,137], ainsi que des niveaux circulants réduits du TRP et une
libération significative des métabolites de la voie des kynurénines notamment la KYN, le KA,
le XA, la 3-HK et le QA [215,253-258]. Les ratios plasmatiques KYN/TRP et KA/TRP sont
retrouvés plus élevés chez les patients atteints de MRC [253,259,260] et sont parfois corrélés
au stade de la MRC [251,256,261,262].

Certains métabolites de la voie des kynurénines notamment la KYN (208 Da), le KA (189 Da),
le QA (167 Da) sont considérés comme des TUs [263]. Ces dernieres sont définies comme des
résidus de composés organiques qui ne peuvent pas étre élimines par le rein. Au cours de la
MRC, les TUs s'accumulent progressivement dans la circulation sanguine et favorisent la
survenue de complications telles que les atteintes cardiovasculaires, la neurotoxicité et les
atteintes osseuses regroupées sous le terme du « syndrome urémique » [263-265]. Classées en
fonction de leur taille, leur capacité a se lier aux protéines plasmatiques et la facilité avec

laquelle elles sont épurées lors des dialyses, les TUs sont subdivisées en trois catégories [266]
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: (i) les petites molécules hydrosolubles de poids moléculaire inférieur a 500 Da comme 1'urée,
la créatinine et le NAM ; (ii) les molécules de poids moléculaire moyen supérieur a 500 Da
difficilement dialysables telles que la cystatine C et (iii) les molécules liées aux protéines, non
éliminees par dialyse comme la KYN, le KA et le QA.

D’un autre cOté, la KYN, le KA, le XA et le QA ont été identifiés comme des substrats des
transporteurs d'anions organiques (OAT1 et OAT3) exprimés sur les CTP [267-269] (Figure
23). Ainsi, I'élimination de ces métabolites du sang circulant, dépend a la fois de la filtration
glomérulaire et de la sécrétion tubulaire. Leur élévation au niveau plasmatique pourrait indiquer
un dysfonctionnement tubulo-interstitiel sous-jacent [253]. Ces métabolites pourraient servir de

marqueurs potentiels de la fonction rénale indépendamment du DFG [215].
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Figure 23 : Mécanisme de sécrétion des anions organiques par le tubule proximal. D’apres
Nigam et al., 2015.

A : Structure des transporteurs d'anions organiques (OAT). B : Mécanisme de la sécrétion tubulaire rénale des
anions organiques tels que ’acide kynurénique, la kynurénine, ’acide xanthurénique et le quinolinate.

Des études longitudinales de cohorte de grande envergure ont révélé que l'augmentation
plasmatique de la KYN, le KA et le ratio KYN/TRP était associee a I'apparition de la MRC
[253,254,257]. Bien qu’une association entre les métabolites plasmatiques de la voie des
kynurénines et le risque de progression de la MRC n’a pas été retrouvee a court terme (1 an)
[270], il a été montré sur un suivi médian de 6 ans, qu'une clairance rénale du KA présentait
une forte association avec la progression de la MRC [271]. Ces observations suggerent que les
métabolites de la voie des kynurénines pourraient avoir une valeur prédictive dans le

développement de la MRC et sa progression.
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4. Suivi de PIRA par les métabolites de la voie des kynurénines

Les criteres actuels de diagnostic clinique et de stadification de I''RA sont basés sur les
variations de la créatininémie et du débit urinaire. Cependant, la créatininémie est un
biomarqueur de I''RA peu sensible car son augmentation est souvent retardée apres une Iésion
rénale [272]. Les métabolites de la voie des kynurénines pourraient constituer des biomarqueurs
potentiellement pertinents sur le plan clinique pour évaluer les Iésions rénales, a des fins

diagnostiques, pronostiques et méme thérapeutiques.
4.1. Intérét du ratio urinaire QA/TRP

Des études récentes se sont intéressées a doser le QA urinaire dans différents modéles d’IRA,
afin d'évaluer son potentiel en tant que marqueur pronostique precoce et non invasif de I'IRA
[273]. Un ratio urinaire QA/TRP éleve était observé dans I'IRA, quelle que soit son origine
[62,230,274]. Poyan Mehr et son équipe ont montré sur une cohorte de patients ayant subi une
chirurgie cardiaque sous CEC que le ratio urinaire QA/TRP était fiable pour prédire I'apparition
d'une IRA des le premier jour apres l'intervention [62]. Cette observation a été confirmée dans
une autre étude portant sur 215 patients en USI ayant développé une IRA. Le ratio urinaire
QA/TRP commencait a augmenter 2,5 jours avant l'apparition de I'RA, et était associé a un
risque plus élevé de morbidité et de mortalité hospitaliere [62]. Contrairement au stress plus
homogene provoqué par la chirurgie cardiaque, I'RA survenant en USI est souvent due a une
ischémie combinée a une néphrotoxicité et aux infections séveres [2].

Les travaux menés par Suhre et al. ont montré que le niveau de QA urinaire augmentait
significativement en cas de rejet aigu d’allogreffe rénale [275,276]. Ce biomarqueur non invasif
de I'état de l'allogreffe rénale représente une précieuse alternative pour réduire la dépendance
aux biopsies rénales de routine. Son potentiel dans la prédiction du risque de rejet aigu de la
greffe rénale et dans le suivi des transplantés rénaux necessite toutefoisdes étudestransversales
et longitudinales plus étendues.

En conclusion, le ratio QA/TRP dans l'urine a été proposé comme un marqueur diagnostique et
pronostique potentiel dans I'RA et la transplantation rénale, mais des études plus approfondies

et a grande échelle seraient nécessaires pour valider sa pertinence en clinique.
4.2. Intérét des autres métabolites de la voie des kynurénines

Dans un contexte d’IRA multifactorielle chez des patients suivis en USI, une augmentation du
ratio urinaire KA/TRP était associée a une détérioration de la fonction rénale, un recours a la
thérapie de remplacement rénal et une mortalité plus élevée a 30 jours [244]. Sur le méme type

de population d’étude, il a été montré qu’un ratio réduit de KAurinaire/ K Aplasmatique (QUi renseigne
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sur la filtration tubulaire) était associé a une IRA présentant un risque accru d'événements
majeurs, a savoir un dédoublement de la créatininémie, une dépendance a la dialyse, ou un
déceés dans les 30 jours [277]. De plus, un taux élevé du KA plasmatique chez les patients
souffrant d'IRA suite a un choc septique était prédicteur du risque de mortalité a 30 jours [243].
Ainsi, le KA urinaire pourrait étre un marqueur pronostique précoce de I’évolution de I'IRA.

Dans le contexte de transplantation rénale, en raison de sa régulation par le systéme
immunitaire, la voie des kynurénines présente un intérét particulier pour la surveillance de la
fonction du greffon apres la transplantation rénale [278]. Des études longitudinales, ont montré
que le taux du ratio urinaire KYN/TRP, deux semaines aprés transplantation, était corrélé a la
fonction rénale dugreffonapres 2 ans de la greffe [279]. Cependant, le ratio urinaire KYN/TRP
n’est probablement pas associé au risque de rejet de greffonni a sa survie [280,281]. Au niveau
plasmatique, I’augmentation des niveaux de la KY N apres transplantation rénale prédit le risque
derejet aigu du greffon[242,281]. De plus, la 3-HK plasmatique est associée au rejet chronique
de greffe et a la mortalité [281]. Des études plus approfondies sont nécessaires pour confirmer
I’utilité clinique des métabolites de la voie des kynurénines dans la détection précoce du risque

de rejet de greffe aigu et dans la surveillance a long terme de la fonction du greffon.

4.3. Dosage des métabolites de la voie des kynurénines
4.3.1. Méthodes d’analyse des métabolites du TRP

Pour pouvoir adopter les métabolites de la voie des kynurénines comme biomarqueurs
diagnostiques et/ou pronostiques de I'lRA ou autres, il est essentiel de disposer de techniques
de mesure sensibles, spécifiques et assez rapides. Actuellement, les méthodes analytiques les
plus utilisées pour quantifier les métabolites du TRP dans les différentes matrices comprennent
la chromatographie liquide (LC) ou gazeuse (GC) couplées a différents modes de détection tels
que l'ultraviolet (UV), la fluorescence, et la spectrométrie de masse (MS) [282]. Dans de rares
études, la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) a également été employée
[283]. Les avantages et les inconvénients de ces méthodes sont résumés dans la Figure 24 ci-

dessous
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Figure 24 : Comparaison des méthodes chromatographiques d’analyse des métabolites
du TRP. D’aprés Sadok et al., 2017.

Les techniques utilisées pour doser les métabolites du TRP dans les principales étudescliniques
réalisées dans le cadre de I'lRA et la MRC sont résumées dans la revue de Wee et al. publiée
en 2021 [215]. La détection par MS est largement plus sensible et sélective par rapport aux
autres méthodes [282].

La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS),
demeure la méthode de référence pour doser les métabolites du TRP [284]. Toutefois, en raison
de son colt élevé et de I'expertise approfondie requise pour le développement des protocoles et
’analyse des données, la LC-MS/MS n'est pas couramment utilisee en premiére ligne dans le
diagnostic clinique. Des methodes de dosage plus courantes telles que les techniques
colorimétriques et enzymatiques, reconnues pour leur caractere économique, leur rapidité, leur
besoin en faibles volumes d'échantillons et leur automatisation potentielle, ont été développées
pour doser les métabolites du TRP [280,285]. Cependant, les résultats rendus par ces méthodes
alternatives ne sont pas toujours concordants avec ceux obtenus avec la LC-MS/MS. Par
exemple, une surestimation des taux de la KYN plasmatique a été observée avec la méthode
enzymatique en comparaison a la LC-MS/MS [285]. Cette surestimation est attribuée a
l'interférence des dérivés de la KYN tels que le KA et la 3-HK dans la méthode enzymatique.
Ces interférences ne sont pas présentes dansla MS qui permet de discriminer de maniére précise

les différents métabolites entre eux.
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Etant donné que le lien entre les métabolites du TRP et les maladies rénales n'est pas encore
totalement compris, il est plus avisé et raisonnable de doser ces métabolites en utilisant la
méthode de référence, la MS. Que ce soit dans les études translationnelles ou cliniques, cette
technique prévient le risque detirer des conclusions faussées en raison de méthodes analytiques

insuffisamment spécifiques.
4.3.2. Dosage des métabolites du TRP par LC-MS/MS
La LC-MS/MS fait partie dun large panel de techniques d’analyse basées sur la MS [284]. Les

grandes étapes d’analyse, comprenant la préparation deséchantillons, I’analyse, et le traitement
des données. Les techniques analytiques de dosage du TRP basées sur la MS sont résumées

dans la Figure 25.
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Figure 25 : Principales étapes d‘analyse par spectrométrie de masse. D’aprés Bravo-Veyrat
et Hopfgartner, 2022.

Différents échantillons biologiques comme le sang, I'urine, le liquide céphalorachidien, la salive

et les tissus, mais aussi les cellules en culture, peuvent étre analysées par LC-MS/MS.
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Le traitement des échantillons avant 1’analyse chromatographique est une étape cruciale pour
extraire et purifier les analytes d'intérét a partir de la matrice biologique utilisée [286]. Il a pour
intérét de (i) éliminer les interférences et améliorer la sélectivité du dosage, (ii) concentrer
l'analyte pour atteindre la limite de quantification requise, (iii) stabiliser l'analyte, et (iv)
améliorer la robustesse du dosage. Le traitement pré-analytique de I’échantillon biologique fait
souvent recours a des techniques d’extraction ou de précipitation des protéines utilisant
différents solvants organiques et/ou inorganiques. Le choix de la méthode de traitement a
adopter dépend du type de matrice étudiée et des analytes a quantifier [284]. La précipitation
des protéines est une méthode largement utilisée pour le traitement d’échantillons plasmatiques
et urinaires puisqu’elle nécessite moins d’étapes que les techniques d’extraction [284]. Les
agents précipitants peuvent étre d’origine organique tels que le méthanol, I'éthanol et
l'acétonitrile, ou des sels en solution aqueuse tels que le sulfate de zinc [287]. Pour la
quantification des kynurénines, les meilleurs agents précipitants semblent étre le méthanol,
I’éthanol et 1""acétate d'ammonium mélangé avec du méthanol ou I'eau [282].

L'analyse des kynurénines est souvent réalisée en utilisant des échantillons enrichis en étalon
interne. Cela permet de minimiser les interférences liées a la matrice biologique et d'améliorer
la quantification des composés d'intérét [282]. L’étalon interne peut étre une molécule
isotopique marquée avec des isotopes stables comme le carbone-13 (13C) et le deutérium (2H),
ou un analogue structural de I’analyte a doser [282]. Les étalons internes isotopiques sont
préférés aux analogues structuraux malgré leur co(t élevé [282,288-293]. L’étalon interne
isotopique a des propriétés chimiques identiques a celles de I’analyte cible ce qui permet de
minimiser et de s’affranchir des contraintes de stabilité, d’effet matrice ou d'efficacité
d'ionisation [294].

Le principe de la LC-MS/MS, résume dans la Figure 26, est basé sur l'utilisation de la LC pour
séparer les composés d'un échantillon, suivie de la MS en tandem pour identifier et quantifier
les composés individuellement. La LC utilise une phase mobile liquide pour transporter
I'échantillon a travers une colonne de séparation. Les composés sont séparés en fonction de
leurs propriétés physico-chimiques et del'équilibre différentielentre la phase mobile et la phase
stationnaire de la colonne chromatographique. Les composés séparés sont ensuite ionisés dans
la source d'ionisation, puis fragmentés et analyses dans le spectrométre de masse.

La qualité de la séparation chromatographique impacte l'analyse simultanée de plusieurs
métabolites. Les colonnes en silice octadécylée (ODS) sont privilégiées pour les métabolites du
TRP en raison de leur forte interaction hydrophobe permettant une rétention efficace et une

séparation optimale des metabolites [282]. De plus, l'acidification des phases mobiles favorise
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les formes non ionisées de certains composes comme le QA et le PIC, améliorant ainsi leur
affinité avec la colonne chromatographique. Ces ajustements permettent d’améliorer la
résolution des pics chromatographiques des métabolites recherchés et leur quantification [295].
L'analyse par MS est basée sur la séparation des ions selon leur rapport masse/charge (m/z).
Un spectrométre de masse est compos¢ d’une source d’ionisation, d’un analyseur de masse et
d’un détecteur (Figure 26). Il existe différentes approches pour générer des ions en phase
gazeuse dans la source d’ionisation, notamment l'ionisation électronique, l'ionisation chimique

et I'ionisation par électronébulisation [295].
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Figure 26 : Processus d'analyse en LC-MS/MS. D’aprés Thomas et al., 2022.

L’ionisation par électronébulisation appelée aussi ionisation par electrospray (ESI) (Figure 26)
est basée sur la formation a pression atmosphérique, de molécules chargées issues d’un spray
créé dans un champs électrique. Lesions genérés sont ensuite filtrés par un analyseur de masse.
Il existe plusieurs types d'analyseurs de masse, en particulier le triple quadrupdle, le temps de
vol (TOF) et I'Orbitrap. Les méthodes quantitatives avec un spectrométre de masse triple
quadrip6le impliquent trois quadrupéles (Figure 26). Le premier quadruplle assure une
trajectoire stable pour les ions ayant une valeur m/z spécifique correspondant aux composés
d’intérét, désigneés comme ions précurseurs ou ions parents. Seuls les ions correspondant a cette

valeur spécifique sont acheminés vers le deuxieme quadrupdle, ou ils subissent une
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fragmentation en plusieurs ions dits ions produits ou ions fils. Le troisieme quadrupdle est
programmé pour sélectionner et laisser passer uniguement les ions ayant une valeur m/z preécise,
qualifiés d’ions fils, seuls a pouvoir parvenir jusqu’au détecteur. Ce systéme de détection
permet ainsi une mesure precise et sélective du composé d'intérét [295].

Plusieurs méthodes basées sur la LC-MS/MS ont été développées pour réaliser un profilage
quantitatif des métabolites du TRP dans le plasma [282,288,289,292,296-299] et dans les
urines [282,288,300,301]. L un des objectifs de cette these était de développer et valider une
méthode de quantification par LC-MS/MS, dans le plasma et I'urine, de neuf métabolites de la
voie des kynurénines (TRP, KYN, KA, XA, 3-HK, 3-HANA, QA, NaMN, PIC), ainsi que deux
précurseurs du NAD, le NA et le NAM.

En dépit de la pléthore de techniques déja publiées sur les métabolites du TRP, quantifier un
panel spécifique de métabolites dans une matrice donnée requiert une mise au point analytique
et une optimisation des différentes étapes [287,302]. Cela englobe la détermination du volume
d'échantillon, le choix dela méthode du pré-traitement, la sélection de la colonne deséparation,
I'établissement du gradient optimal de la séparation chromatographique et I'optimisation de la
détection et de la quantification par MS. De plus, une validation analytique compléte des divers
parametres est nécessaire, en particulier la linéarité, les limites de détection et de quantification,
la répétabilité, la reproductibilité, I'effet de la matrice, et la contamination inter-échantillons.
Ces étapes de validation doivent étre menées conformément aux directives établies par des
organismes experts, notamment la FDA (Food and Drug Administration) et 'TEMA (European
Medicines Agency) [303,304].
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PARTIE 2 : OBJECTIFS ET
PRESENTATION DES TRAVAUX
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OBJECTIFS DE LA THESE

Durant ma these, nous nous sommes intéressés a deux principaux axes de recherche :
= Un axe de recherche expérimentale, portant sur les mécanismes de la répression de la
QPRT au cours de I'IRA et de la transition vers la MRC.
= Un axe de recherche translationnelle portant sur le monitoring de la voie des
kynurénines par LC-MS/MS dans I'urine et le plasma a la recherche de marqueurs non
invasifs de ’'[RA :
o Deévelopper et valider une technique de quantification des métabolites de la voie
des kynurénines par LC-MS/MS dans le plasma et ’urine ;
o Décrire les variations des métabolites de la voie des kynurénines dans une
cohorte de patients apres chirurgie cardiaque sous CEC ;
o Décrire les variations des métabolites de la voie des kynurénines dans un modele
porcin de GNC.
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PRESENTATION DES TRAVAUX

AXE 1. Mécanisme de régulation de la voie de synthése de novo de NAD au cours de
IIRA et de la transition de ’'IRA vers la MRC

Etude 1. Mécanisme et conséquences de la régulation de la voie de synthese de novo de
NAD par le stress du RE dans le rein

Cell stress response impairs de novo NAD™* biosynthesis in the kidney.

Bignon Y, Rinaldi A, Nadour Z (co-first author), Poindessous V, Nemazanyy I, Lenoir O,
Fohlen B, Weill-Raynal P, Hertig A, Karras A, Galichon P, Naesens M, Anglicheau D, Cippa
P.E, Pallet N.

JCI Insight. 2022;7(1):e153019

OBJECTIF DE L’ETUDE

Ce travail a eu pour objectif d’étudier le mécanisme des variations de la synthése de novo du
NAD dans différents modeles d’IRA, humain et murin, associés au stress du RE. Dans un
premier temps, (1) nous avons évalué le potentiel du ratio urinaire QA/TRP comme
biomarqueur non invasif pronostique de la survenue de I'I[RA post chirurgie cardiaque sous
CEC, (2) et 'impact de son augmentation a long terme sur la fonction de I’allogreffe rénale. (3)
Puis nous avons étudié les variations de I’expression de la QPRT au cours de la progression de
I'IRA vers la MRC chez des patients greffés rénaux (4) Ensuite, nous avons analysé
I’expression de QPRT dans différents modéles murins de Iésions rénales associées au stress du
RE puis (5) nous avons étudi¢ ’effet du stress du RE sur la synthése de novo du NAD et
I’expression de la QPRT, dans des cellules HK-2 et des cellules rénales primaires HEK 293
(Human embryonic kidney 293), en réponse a un stress toxique (Tun, BFA, Tg) ou ischémique

(privation en glucose).
METHODES ET RESULTATS

Nous avons réalisé cette étude en utilisant des biothéques d'échantillons urinaires et de biopsies
rénales provenant de différentes cohortes disponibles dans notre laboratoire. Ce travail a éte
mené en collaboration avec d'autres équipes, notamment les services d'Anesthésie réanimation
chirurgicale et de Néphrologie de I'HEGP, le service de Transplantation rénale de I'hopital
Necker (Pr Dany Anglicheau), le service de Transplantation rénale de I'népital Leuven en
Belgique (Pr Maarten Naesens) et le service de Néphrologie de I'n6pital régional de Lugano en

Suisse (Pr Pietro E Cippa).

Dans une premiére partie, nous avons travaillé sur les échantillons urinaires d’une cohorte de

41 patients ayant bénéficié d’une chirurgie cardiaque programmée (pontage et/ou
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remplacement valvulaire) pour lesquels des urines ont été récoltées avant la CEC, & la fin de
I’intervention (2 h apres CEC) et un jour apres la chirurgie. Parmi les patients de cette « cohorte
HEGP », 27 % (n = 11) ont développé une IRA (selon la classification KDIGO) a la suite de
I’intervention. Le profilage métabolomique par LC-MS/MS a été réalise sur la plateforme de
I’hopital Necker Enfants malades a Paris. Nous avons montré que le ratio urinaire QA/TRP
mesuré le jour suivant la CEC était un prédicteur, précoce et indépendant, de la survenue de
I'RA post-chirurgie cardiaque. Nous avons également observé que ce biomarqueur était corrélé
a la sévérité de I'lRA (estimée par la variation de la créatininémie entre sa valeur de base et sa
valeur la plus élevée dans les 7 jours suivant la CEC). Enfin, comparé a d'autres biomarqueurs
classiques (KIM-1, NGAL, TIMP2*IGFBP7 et RBP), le ratio urinaire QA/TRP s'est avéré plus

préecis dans la prédiction de I'RA.

Ensuite, nous avons étudié I’expression de la QPRT dans trois modéles d'IRA post-IR : la
cohorte HEGP (1), une autre cohorte de 42 receveurs de greffe de rein (cohorte Leuven) (2), et
enfin des souris soumises a une IR rénale bilatérale (3 a 4 souris par condition) (3). Nous avons
constaté sur les trois cohortes que I'IRA post-IR était accompagnée d’une répression
transcriptionnelle précoce de la QPRT, associée a une diminution de son activité mesurée
indirectement par le ratio urinaire QA/TRP. Dans la cohorte HEGP, les niveaux du transcrit
QPRT dans les culots urinaires, qui refletent la dynamique de sa signature génique au niveau
des biopsies rénales [305-307], étaient négativement corrélés avec les niveaux du ratio urinaire
QA/TRP. Ladiminution transcriptionnelle de la QPRT dans les biopsies rénales a été observée
des 24 heures suivant I'IR chez les souris avec IRA ischémique, et apres les premieres heures
d’IR rénale chez les receveurs de greffe rénale. De fagon intéressante, les niveaux du transcrit
QPRT étaient négativement corrélés a la seveérité de la lésion rénale aigué objectivée par les
niveaux du transcrit HAVCR1 codant pour KIM-1. Ce résultat montre qu’une réduction plus
prononcée de QPRT dans les biopsies post-transplantation est présente chez les patients

souffrant de Iésions rénales aigués les plus séveres.

Nous avons ensuite montré dans une cohorte de 237 receveurs d’allogreffe rénale (cohorte
Necker), qu’un ratio urinaire QA/TRP élevé a 10 jours aprés la transplantation rénale était un
marqueur prédictif indépendant du dysfonctionnement de ’allogreffe rénale a 3 et a 12 mois
apres la transplantation. Un ratio urinaire QA/TRP plus élevé était retrouvé chez les patients
ayant subi deslésions ischémiques rénales les plus séveres (objectivées par un temps d'ischémie
froide plus long), une fréquence d'épisodes de dysfonctionnement retardé de 1’allogreffe plus

élevée (nécessitant au moins 1 séance de dialyse au cours des7 jours suivant la transplantation),
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un plus grand nombre de séances de dialyse, et une créatininémie plus élevée a 10 jours, 3 mois

et 12 mois apres la transplantation rénale.

Nous avons ensuite montré dans la cohorte Leuven de transplantés rénaux qu’une persistance
de la répression transcriptionnelle de la QPRT au niveau rénal est un marqueur de transition de
I'IRA vers une MRC. En effet, les lésions d'IR déclenchées lors d'une transplantation rénale
peuvent contribuer a un dysfonctionnement progressif de l'allogreffe [308]. Sur des biopsies
protocolaires obtenues 3 et 12 mois apres la transplantation dans la cohorte Leuven, un modele
informatique utilisant les données transcriptomiques a été utilisé pour caractériser la transition
transcriptionnelle de I'IRA vers la MRC [308]. Dans ce modéle informatique, nous avons
montre que le transcrit QPRT était progressivement reduit le long de la transition de I’TRA vers
la MRC. La diminution progressive de I’expression du QPRT au cours de la MRC a été
confirmée dans deux cohortes de patients atteints de MRC. Dans la cohorte « HEGP MRC » de
55 patients atteints de MRC toutes causes confondues, les niveaux du transcrit QPRT dans les
culots urinaires étaient positivement corrélés a la fonction rénale (DFG). De plus, 1’expression
de la QPRT analysée par immunohistochimie dans les biopsies rénales était plus basse par
rapport aux reins sains. De plus, 1’analyse de données transcriptomiques [309] disponibles sur
une cohorte de 10 patients avec néphropathie diabétique a montré que 1’expression de QPRT

dans les tubulaires rénaux était plus faible par rapport aux contréles (n = 12).

Nous nous sommes ensuite concentrés sur I’effet du stress du RE, connu pour étre activé
précocement lors de lésions rénales aigués [27-30], sur le métabolisme du NAD. Nous avons
fourni des preuves que le stress de RE pouvait altérer la biosynthése de novo du NAD en

réprimant la transcription de la QPRT.

Tout d’abord, nous avons montré sur quatre mod¢les murins de lésions rénales associées au
stress du RE, objectivé par une augmentation du transcrit ddit3, que lI'expression du transcrit
gprt était réprimée au niveau rénal et plus spécifiquement au niveau du tubule rénal proximal:
(1) dans les cortex rénaux de 4 souris 48 heures apres I’injection intrapéritonéale de 1 mg/kg
de Tun, (2) dans les biopsies rénales de 5 a 10 souris transgéniques exprimant 'UMOD mutée
(UmodC147-*) (analyse de données de RNA-Seq (GSE102566), (3) dans les cortex rénaux de
12 souris avec néphropathie diabétique induite par la STZ et enfin (4) dans les CTP de 7 souris,
4het12haprés une IR bilatérale ou I’analyse transcriptomique par séquencage d'ARN a noyau

unique (SNRNA-Seq) était realisee par I’équipe de Pietro E Cippa.
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Ensuite, nous avons modélisé l'interaction entre le stress du RE et la biosynthese du NAD
dans les cellules rénales en effectuant des études in vitro sur deux lignées cellulaires du rein
humain, les cellules HK-2 et HEK 293.

Nous avons montré dans les deux lignées cellulaires rénales, que le stress du RE réduisait la
biosynthese de novo du NAD. L’activation de stress du RE par la Tun ou la BFA, était
accompagnée d’une accumulation du QA dans les cellules rénales et d’une diminution du
contenu intracellulaire en NAD. Le contenu en NAD a pu étre restauré, dans ces conditions de
stress de RE, par I’ajout d’un inhibiteur de 'ACMSD, le TES1025. Ce résultat indique que le
stress du RE réprime la synthése de novo NAD puisque 'ACMSD diminue la proportion de
substrat capable de subir spontanément la cyclisation en QA. De fagon intéressante,
I’expression transcriptionnelle et protéique de la QPRT était diminuée quel que soit I’inducteur
de stress du RE (Tun, BFA, Tg, privation en glucose) contrairement a d’autres enzymes des
voies de synthese du NAD (IDO, ACMSD, NAPRT et NAMPT) pour lesquelles les variations
de leurs expressions transcriptionnelles étaient non significatives. L’ensemble de ces résultats
montrent que le stress du RE est impliqué dans l'altération de la biosynthése de novo du NAD,
et que lI'accumulation du QA et la diminution du contenu en NAD observées pouvaient étre en

lien avec une réduction de l'activité de la QPRT.

L'analyse longitudinale des niveaux du QPRT, dans les cellules HK-2 aprés l'induction du
stress du RE par la Tun, la BFA ou la Tg, a montré une baisse significative du QPRT a partir
de 4 heures apres I'induction du stress, tandisque le niveau transcriptionnel de DDIT3 était déja
augmenté des 2 heure apres stimulation. Le facteur de transcription DDIT3, connu pour son
activité répressive sur de nombreux génes cibles, pourrait doncétre responsable dela répression

du transcrit QPRT dans les cellules rénales étudiées.

Nous avons enfin montré que la diminution du contenu en NAD lors du stress du RE passait
par la répression du QPRT et que cette répression impliquait DDIT3 (CHOP). L’inhibition du
DDIT3 par des siARN anti-DDIT3 dans les cellules rénales stressées, avait permis de lever la
répression sur QPRT et de restaurer le contenu en NAD intracellulaire. DDIT3 était donc
impliqué dans la répression transcriptionnelle de la QPRT. La surexpression du DDIT3 dans
les cellules rénales non stressées n'a eu aucun impact sur l'expression de la QPRT, ce qui
suggere que des facteurs supplémentaires, intégrés dans la réponse au stress du RE, sont

nécessaires pour que DDIT3 réprime QPRT.
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CONCLUSION

Cette etude montre I'importance du ratio urinaire QA/TRP en tant que biomarqueur précoce de
I'RA post-chirurgie cardiaque sous CEC, ainsi que son utilité en tant que marqueur prédictif
du dysfonctionnement de l'allogreffe rénale a 3 et a 12 mois aprés la transplantation. Par
ailleurs, la persistance de la répression transcriptionnelle de la QPRT au niveau rénal a éeté
identifiée comme un prédicteur de la progression vers une MRC chez les receveurs d’allogreffe
rénale. Nous avons également montré que le stress du RE réprimait la transcription de la QPRT

en lien avec I’activation de DDIT3, et entrainait une diminution de la biosynthese de novo du
NAD.
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RESEARCH ARTICLE

Cell stress response impairs de novo NAD*
biosynthesis in the kidney

Yohan Bignan,' Anna Rinaldi,? Zahia Nadour,'? Virginie Poindessous,' lvan Nemazanyy,*
Olivia Lenoir,® Baptiste Fohlen,® Pierre Weill-Raynal,® Alexandre Hertig,” Alexandre Karras,"®
Pierre Galichan,® Maarten Naesens,® Dany Anglicheau," Pietro E. Cippa,? and Nicolas Pallet"*®

"University of Paris, INSERM UMRS1138, Cordeliers Research Center, Paris, France. 2Department of Medicine, Division

of Nephrology, Ente Ospedaliero Cantonale, Lugano, Switzerland. *Department of Biochemistry, Assistance Publigue-
Hépitaux de Paris, Georges Pompidou European Hospital, Paris, France. *PMM: The Metabolism-Metabolome

Platform, Necker Federative Research Structure, INSERM US24/CNRS UMS3633, Paris, France. *University of Paris,
INSERM UMRS970, Paris Cardiovascular Research Center (PARCC), Paris, France. Department of Anesthesia, Surgical
Resuscitation, Assistance Publigue-Hépitaux de Paris, Georges Pompidou European Hospital, Paris, France. "Service of
Nephrology, Foch Hospital, Suresnes, France. ®Service of Nephrology, Assistance Publique-Hopitaux de Paris, Georges
Pompidou European Hospital, Paris, France. INSERM UMRS51155, Common and Rare Kidney Diseases: From Molecular
Mechanisms to Personalized Medicine, Sorbonne University, Paris, France. ""Department of Microbiology, Immunology and
Transplantation, KU Leuven, Leuven, Belgium. "Service of Nephrology and Transplantation, Assistance Publique-Hopitaux

de Paris, Necker Hospital, Paris, France.

The biosynthetic routes leading to de novo nicotinamide adenine dinuclectide (NAD*) praduction
are invalved in acute kidney injury (AKI), with a critical role for quinalinate phosphoribosyl
transferase (QPRT), a bottleneck enzyme of de nove NAD* biosynthesis. The molecular
mechanisms determining reduced QPRT in AKI, and the role of impaired NAD* biosynthesis in the
progression to chronic kidney disease (CKD), are unknown. We demaonstrate that a high urinary
quinclinate-to-tryptophan ratio, an indirect indicator of impaired QPRT activity and reduced

de nove NAD* biosynthesis in the kidney, is a clinically applicable early marker of AKI after
cardiac surgery and is predictive of progression to CKD in kidney transplant recipients. We also
provide evidence that the endoplasmic reticulum (ER) stress response may impair de nova NAD*
biosynthesis by repressing QPRT transcription. In conclusion, NAD* biosynthesis impairment is
an early event in AKI embedded with the ER stress respanse, and persistent reduction of QPRT
expression is associated with AKI to CKD progression. This finding may lead to identification of
noninvasive metabolic biomarkers of kidney injury with prognostic and therapeutic implications.

Introduction

Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™) is a cofactor involved in oxidation-reduction reactions and
serves as an energy transfer intermediate in multiple metabolic pathways (1). NAD* is an important
cosubstrate for histone deacetylases (sirtuins) and poly(ADP-ribose) polymerases (PARPs), which reg-
ulate several aspects of cellular homeostasis (1). Cellular NAD* reduction in aging and in associa-
tion with several diseases contributes to overall fitness decline and to a lower resistance to cell stress.
Conversely, increasing NAD™ content can prolong health and life span in experimental organisms (2,
3). Recent experimental and clinical data demonstrated a critical role for NAD* homeostasis in acute
kidney injury (AKI) (4-7). Proximal tubular cells (PTCs) are highly metabolically active, and their
survival and function depend on the ability to couple their energetic needs to the regulation of energy
generation, antioxidant responses, and mitochondrial biogenesis and quality control, all of which rely
on cytosolic and mitochondrial NAD* (5, 8). NAD* is continuously degraded, and stable NAD* cellu-
lar concentrations are maintained by constant new supply through the nicotinamide salvage pathway
(nicotinamide is generated as a by-product of enzymatic activities) and biosynthetic pathways (Sup-
plemental Figure I; supplemental material available online with this article; https://doi.org/10.1172/
jeiinsight.153019DS1). NAD* biosynthesis involves diverse dietary sources, including nicotinic acid,
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nicotinamide, nicotinamide riboside, and tryptophan. The de novo pathway converts dietary trypto-
phan to NAD* in 8 steps, with the last catalyzed by quinolinate phosphoribosyltransferase (QPRT).
Reduction in QPRT activity during AKI is considered critical in NAD* biosynthetic impairment (6),
but the molecular mechanisms determining reduced QPRT upon kidney injury and its role in long-term
outcomes after AKI remain unclear. The clinical relevance of noninvasive monitoring of QPRT activity
in patients with kidney disease is not established.

Results

Impaired NAD" biosynthesis is a very early event in AKI. A previous study showed that quinolinate accumulates
as a consequence of reduced QPRT activity and that urinary quinolate/tryptophan ratio (uQ/T) is elevated
in AKI (6). Metabolic profiling of urine samples collected at baseline and the day after cardiopulmonary
bypass (CPB) in 41 cardiac surgery patients (Supplemental Figure 3 for metabolomics data and Supple-
mental Table 2 for clinical data), including 11 patients (26%) developing AKI in the 7 days following CPB
according to KDIGO criteria, showed that uQ/T was higher at day 1 after surgery in patients developing
AKI, whereas at baseline, the levels were the same (Figure 1A), and severity of AKI correlated with uQ/T
levels at day I (Figure 1B). uQ/T was one of a few urinary metabolic parameters significantly discriminat-
ing AKI at day 1 after surgery (but not at baseline) in this cohort (Figure 1C). uQ/T on day 1 after cardiac
surgery predicted AKI with a higher accuracy than other AKI biomarkers, including kidney injury molecule
1 (KIM-1) or neutrophil gelatinase associated lipocalin (NGAL) (Figure 1D). In a multivariate analysis,
uQ/T measured the day after CPB was an independent predictor of the occurrence of AKI (Supplemental
Tables 3 and 4 for univariate and multivariate analyses). Urinary QPRT transcripts (urinary gene expression
patterns reflect the dynamics of biopsy gene signatures; refs. 9-11) were negatively correlated with uQ/T
levels, in line with the fact that elevated uQ/T is an indirect marker of reduced QPRT activity (Figure 1E).
QPRT mRNA levels were significantly reduced in the first hours after ischemia-reperfusion injury (IRI) in
protocol biopsies obtained in 42 kidney transplant recipients (KTRs) before and after reperfusion (12) (Fig-
ure 1F). QPRT transcripts levels were highly negatively correlated with HAVCRI (the gene encoding KIM-
1) transcripts (Figure 1G), suggesting that patients with more severe AKI in the posttransplantation biopsy
had more pronounced QPRT reduction after reperfusion. Finally, in a mouse model of bilateral IRI (13),
Qprt achieved the lowest level within 24 hours after IRI (Figure 1H). Thus, reduced QPRT transcription and
activity is an early event associated with AKI. Indirectly determined by uQ/T in a clinical context, this is the
first metabolic change to our knowledge predictive of AKI detectable by urinary metabolic profiling.

QPRT reduction is associated with progression to chronic kidney disease. To investigate the long-term impact
of the early reduction of de novo NAD" biosynthesis associated with IRI, we performed a targeted urinary
metabolic profiling in 237 KTRs 10 days after transplantation (Supplemental Table 5 for clinical data).
Hierarchical clustering according to metabolic profiling identified 3 clusters (Figure 2A). Donor-related
parameters, such as age, history of hypertension, renal function, or death from stroke (i.e., Extended Cri-
teria Donor kidneys), were balanced among the clusters (Supplemental Figure 4, A and B), but cluster 2
was enriched with patients who underwent more severe ischemic injury, as indicated by longer cold isch-
emia time, higher serum creatinine the day of urine sampling, higher frequency of delayed graft function
episodes (need for at least 1 dialysis session during the 7 days after transplantation), and higher number of
dialysis sessions (Figure 2, B-D, and Supplemental Figure 4C). Among the urinary metabolites that best
characterized cluster 2, quinolinate and uQ/T had the largest and most significant size effect (Figure 2E
and Supplemental Table 6 for the list of metabolites). Critically, multivariate models integrating all vari-
ables associated with graft outcomes showed that high uQ/T 10 days after transplantation was an indepen-
dent predictor of allograft function 3 and 12 months after transplantation (Table I and Table 2).

To investigate the role of QPRT along the transition from AKI to chronic kidney disease (CKD),
we took advantage of the previously reported cohort of 42 KTRs followed by bulk RNA-Seq in protocol
biopsies obtained 3 and 12 months after transplantation (12). A computational model to characterize the
transcriptional transition from AKI to CKD has been developed, based on the principle that the progres-
sion to fibrosis is a transitional process from acute injury to fibrosis (12) (see Methods). According to this
computational model, QPRT was progressively reduced along the transition to CKD (Figure 2F), a finding
confirmed by immunohistochemistry in kidney biopsies obtained from patients with CKD (Figure 2G), by
the correlation between renal function and QPRT transcript levels in urinary cell pellets in a cohort of 55
CKD patients (Figure 2H and Supplemental Table 7 for clinical data), and by a lower expression of QPRT
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uQ/T collected the day after CPB and the occurrence of AKI the week after surgery. P values were computed with o7 test, i = 41. (E) Increase of uQ/T levels
between the day after CPB and baseline as a function of increase of urinary QPRT transcripts levels between the day after CPB and baseline. Pvalue was
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a cohort of 42 KTRs shortly after the restoration of the blood flow (POST). P value was computed with Student’s t test. (H) Expression of Qprt transcripts
measured by RNA-Seq of mRNA isolated from whole mouse kidneys examined at different time points following bilateral ischemia-reperfusion injury (IRI):
{7 =3 to 4 mice per condition). P value was computed with 1-way ANOVA. RPKM, reads per kilobase per million mapped reads.
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tubule sections corresponding to each condition (17 = 4) were compared with Student’s t test. (H) Correlation between urinary QPRT transcript levels and
estimated glomerular filtration rate in 55 patients examined for chronic kidney disease. P value was computed with Student’s t test. RPKM, reads per
kilobase per million mapped reads. (1) Relative expression of QPRT transcripts in diabetic kidney disease tubulointerstitium samples {n = 10) compared
with control samples {r7 = 12). P value was computed using Student’s t test. Data are from public repositories (National Center for Biotechnology Informa-
tion Gene Expression Omnibus [NCBI GEQ] accession GSE126805).

transcripts in human diabetic renal tubular tissues (14) (Figure 2I). Thus, persistent QPRT reduction and
impaired de novo NAD* biosynthesis after AKI are features of the transition to chronic renal damage.

ER stress reduces de novo NAD™ biosynthesis in the kidney. We next investigated the potential mechanisms
determining the reduction of NAD™ biosynthetic activity upon AKI. Among several factors involved in the
early transcriptional response to AKI, we focused on the ER stress response, which is known to be activated
in the early kidney injury response in mice (15, 16) and humans (17). We modeled the interaction between
ER stress and NAD" biosynthesis in PTCs by performing in vitro studies in the human kidney 2 (HK2) cell
line, a proximal tubule—derived cell line expressing QPRT (Supplemental Figure 5). In line with this, analy-
sis of mouse single-micleus RNA-sequencing data sets indicated that Qprt was almost exclusively expressed
in PTCs (Figure 3A), which is in line with transcriptomic and proteomic data in microdissected tubules
in rats (18, 19) (Supplemental Figure 6, A and B) and supported by an immunohistochemistry study on
normal human kidneys (Figure 3B).

In an unbiased approach, we induced ER stress with tunicamycin (Tun), an inhibitor of GlcNAc
phosphotransferase that promotes ER stress and activates the unfolded protein response (UPR) (Sup-
plemental Figure 7), and we performed metabolomics analysis in the cell lysate. ER stress profoundly
reshaped the intracellular metabolic profile of HK2 cells (Figure 3C). Among the metabolites strongly
enriched in response to ER stress, we found asparagine (ER stress induces asparagine synthase; refs. 20,
21), and quinolinate (Figure 3D and Supplemental Table 8A for the list of metabolites). Similar results
were obtained after ER stress induction with brefeldin A (BFA) (Supplemental Figure 7), a lactone that
inhibits protein transport from the ER to the Golgi complex (Supplemental Figure 8§ and Supplemental
Table 8B for the list of metabolites). ER stress induced by Tun or BFA reduced NAD" intracellular con-
tents (Figure 3E). This process was inhibited by TES1025 (Figure 3F), an inhibitor of the a-amino-f-car-
boxymuconate-e-semialdehyde decarboxylase (ACMSD), indicating ER stress represses de novo NAD*
synthesis since ACMSD decreases the proportion of substrates able to undergo spontaneous cyclization
into quinolinic acid (Supplemental Figure 1). Importantly, the decrease in NAD" intracellular content
was unlikely a consequence of accelerated consumption of NAD* by PARPs, because ER stress was
associated with PARP cleavage and defective PARylation activity (Figure 3, G-I). Note that etoposide,
used as a positive control to promote apoptosis, did not induce ER stress and did not affect QPRT
expression (Figure 3, G and H). We observed a slight increase in expression of the transcripts of the
ectonuclease CD38 upon ER stress in HK2 cells (Figure 3J). CD38, an ectoenzyme capable of reducing
extracellular NAD* precursors’ availability (22), could theoretically participate in the decrease in NAD*
contents observed in ER-stressed cells, though the culture medium used (DMEM) contained high and
likely saturating concentrations of nicotinamide (4 mg/L). These results suggest that ER stress may be
involved in NAD" biosynthetic impairment and that quinolinate accumulation is consistent with a reduc-
tion in the de novo biosynthetic pathway activity.

QPRT expression is repressed in response to kidney injuries associated with ER stress. A diminished expression
of Qprt was found in several models of kidney injuries associated with ER stress — using DNA dam-
age inducible transcript 3 (DDIT3), also known as C/EBP homologous protein, as a surrogate marker
(23) — for instance, injection of Tun, a transgenic mouse model expressing mutant uromodulin (Umod-
C147W/+) that accumulates in the ER lumen, and streptozotocin-induced diabetic nephropathy (Figure
4, A-C). In addition, in the first hours after IRI in mice, single-nucleus RNA sequencing (snRNA-Seq)
indicated that PTCs displayed a fundamental change of their transcriptional profile, with the expression
of established injury markers (e.g., Haverl), and the parallel loss of classical differentiation markers (e.g.,
Lrp2, encoding megalin), leading to the characterization of potentially novel PTC clusters (called PT1 to
3), which were referred to as “injured proximal tubule” (Figure 4, D and E; and Supplemental Figure 6,
C-E) (8). PTCs in the early damaged state displayed low levels of Qprt (Figure 4F) associated with high
levels of the ER stress marker Ddit3 (Figure 4G), indicating that the ER stress response is engaged in
PTCs following IRI and that in this condition, Qprt expression is repressed.
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Table 1. Determinants of measured glomerular filtration rate 3 months after kidney transplantation (146 KTRs, living donors excluded)

Characteristic Estimate 95% CI Pvalue
Extended critetia donor” (yes) -7.32 -10 to-4.6 <0.0001
Cold ischemia time (min} -0.0001 -0.006to 0.006 0.95
Delayed graft function® (yes} 0.46 -3.3t04.3 0.81
Serum creatinine at day 10 (wmol/L} -0.01 -0.03toD 0.048
Urinary quinolinate-to-tryptophan ratio at day 10 -4.5 -8to-1 0.01

Glomerular filtration rate was determined by measuring iohexol clearance. Model F ratio: 11.8, P < 0.0001. *Extended criteria donors are normally

aged 60 years or older, or over 50 years with at least 2 of the following conditions: hypertension history, serum creatinine > 133 umol/L, ordeath from
cerebrovascular accident. ®Delayed graft function is defined as failure of the renal transplant to function immediately, with the need for dialysis in the first
posttransplantation week.

ER stress induced by Tun, BFA, thapsigargin (Tg, an inhibitor of the sarco/endoplasmic reticulum
Ca?*-ATPase), dithiothreitol (DTT, a reducing agent), and glucose starvation activated the UPR and repressed
QPRT levels in HK2 cells (Figure 5, A—-C), whereas other key enzymes of the NAD" biosynthesis and sal-
vage pathways, including indoleamine 2,3-dioxygenase 1, ACMSD, nicotinic acid phosphoribosyl transferase,
and nicotinamide phosphoribosyl transferase, were not affected by ER stress (Supplemental Figure 9). Time
course analysis of QPRT transcript levels in HK2 cells after ER stress induction showed QPRT downregula-
tion starting 4 hours after stimulation (Figure 5, D and E). The transcription factor DDIT3 has a repressive
activity on numerous target genes (23-26), leaving the possibility that it could repress QPRT transcription.
siRNA-mediated RNA interference against DDIT3 attenuated QPRT reduction upon ER stress (Figure 5F).
The overexpression of DDIT3 in nonstressed cells had no impact on QPRT expression (Figure 5G), sug-
gesting that additional factors embedded in the ER stress response are required for DDIT3 to repress QPRT.
These findings were replicated in primary cultured PTCs (Supplemental Figure 10). Together, these results
indicate that ER stress impairs QPRT expression and that DDIT3 may participate in QPRT repression.

Discussion

A better understanding of the cellular and molecular processes activated in response to kidney injury, a
better characterization of the structural determinants that foster progression from AKI toward CKD, and
the identification of biomarkers of ongoing tissue injury in individuals during the early stages of the disease
are required to improve patient care in nephrology. Our findings link the ER stress response to fundamen-
tal changes in PTC biology associated with AKI and AKI to CKD progression. Furthermore, this study
provides a comprehensive characterization of noninvasive metabolic biomarkers of kidney disease that
ultimately could be used to optimize therapies to slow disease progression.

‘We provide evidence for the first time to our knowledge that the ER stress response has a repressive role
in NAD" biosynthesis. The relationship between ER stress and cellular energetic metabolism is complex,
and multiple pathways appear to be at work (27). Our results suggest a potentially novel metabolic role
for the UPR in modulating NAD* biosynthesis, possibly mediated by DDIT3. The consequences of these

Table 2. Determinants of measured glomerular filtration rate 12 months after kidney transplantation (104 KTRs, living donors excluded)

Characteristic Estimate 95% Cl P value
Extended criteria donot* (yes) -7.82 -10 to -5.2 <0.0001
Cold ischemia time (min} -0.0009 -0.005 to 0.007 0.76
Delayed graft function® (yes) -1.71 -5.22101.75 0.33
Serum creatinine atday 10 (umol/L) -0.01 -0.03to-0.003 0.01
Urinary quinolinate-to-tryptophan ratio at day 10 L -6.9to-0.61 0.02

Glomerular filtration rate was determined by measuring iohexol clearance. Model F ratio: 14.1, P < 0.0001. *Extended criteria donors are normally

aged 60 years or older, or over 50 years with at least 2 of the following conditions: hypertension history, serum creatinine > 133 pmol/L, or death from
cerebrovascular accident. ®Delayed graft function is defined as failure of the renal transplant to function immediately, with the need for dialysis in the first
posttransplantation week.
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Figure 3. ER stress reduces de novo NAD" biosynthesis in the kidney. (A) Qprt gene expression in the renal cell types identified by snRNA-Seq of 8 control
kidney samples {25,896 cells). (B) Representative photomicrograph of human QPRT expression evaluated by immunohistochemistry in kidney. Original
magnification, x40. {C) Hierarchical clustering of HK2 cells incubated with 2.5 pg/mL of Tun or DMSO or vehicle for4 hours and 8 hours {4 replicates). (D)
Volcano plot comparing urinary metabolites of HK2 cells incubated with orwithout 2.5 pg/mL Tun for 8 hours. (E) Concentrations of total NAD concentra-
tions, NAD*, and NADH, in HK2 cells incubated with 2.5 ug/mL Tun or 5 ug/mL BFA or DMSQ for 24 hours (4-5 replicates). Bars represent mean + SEM. P
value was computed with Dunnett’s multiple-comparison test. {F) Concentrations of total NAD concentrations, NAD*, and NADH, in HK2 cells incubated
with 2.5 pg/mL Tun alone with orwithout 100 pmol/L of TES1025 for 24 hours {n = 3-4 replicates). Bars represent mean + SEM. Pvalue was computed
with Dunnett’s multiple-comparison test. (G) Immunoblot representing PARP, its cleaved fragment, and binding immunoglobulin protein (BiP) expression
in HK2 cells 24 hours after incubation with DMSO0, 2.5 ug/mL Tun, 5 pg/mL BFA, or 100 uM etoposide (Eto). The immunoblot shown is representative of 3
independent experiments. (H) Relative expression of QPRT measured by real-time guantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) in HK2 cells incubat-
ed with 2.5 pg/mL Tun, 5 ug/mL BFA, and 100 uM Eto or DMSO0 for 24 hours (3 replicates per condition). Bars represent mean + SEM. (1) The PARylation
activity of PARP in HK2 cells incubated with DMS0, 2.5 pg/mL Tun, 5 pg/mL BFA, or 100 pM Eto (3-4 replicates). Bars represent mean + SEM. (J) Relative
expression of CD38 measured by RT-gPCR in HK2 cells incubated with 2.5 pg/mL Tun or 5 pg/mL of BFA or DMS0 for 24 hours (3-4 replicates per condi-
tion). Bars represent mean + SEM. Pvalue was computed with 1-way ANOVA.

findings are multiple and raise several avenues for further investigation. The landscape of the biological
impact of de novo NAD* downregulation appears endless given the hundreds of redox reactions involving
NAD*/NADH and dozens of reactions involving NAD* consumption throughout the cell (28). Considering
that NAD" is a key modulator of mitochondrial homeostasis, a prime issue to be addressed is the way the
UPR affects mitochondrial function and biogenesis. Indeed, the kidney is second only to the heart in the
abundance of mitochondria, and the elevated energetic burden may render the kidney especially vulnerable
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Figure 4. QPRT expression is repressed in response to kidney injuries associated with ER stress. (A) Expression of Ddit3 and Qprt transcripts by quan-
titative PCR (gPCR) in the kidney cortex of mice 48 hours after intraperitoneal injection of 1 mg/kg Tun or DMSQ {n = 4 to 5 mice per condition). Bars
represent mean + SEM. Pvalues were computed with Student’s t test. (B) Expression of Ddit3 and Qprt transcripts by RNA-Seq in whole kidneys of 12- and
24-week-old UmodC147W/+ mice and wild-type mice (5 to 10 mice per condition). Data are from public repositories (National Center for Biotechnology
Information Gene Expression Omnibus [NCBI GEO] accession GSE102566). Bars represent mean + SEM. P values were computed with Student’s t test.

(C) Expression of Ddit3 and Qprt transcripts by gPCR in the kidney cortex of diabetic mice. Bars represent mean + SEM. P values were computed with
Student’s t test. (D) Uniform manifold approximation and projections (UMAPSs) of 7 mouse IRl and 8 control kidney samples analyzed by snRNA-Seq (r
=19,926 cells) identify segments of the proximal tubule (51, 52, 53) and new (injured) proximal tubule clusters (PT1, PT2, PT3). (E) UMAPs of 7 mouse IR|
and 8 control kidney samples analyzed by snRNA-Seq {n = 19,926 cells) identify the expression of differentiation markers (LrpZ, Slc5a12, and Slc16a9) and
injury marker (Havcr1) in segments of the proximal tubule (51, 52, 53) and new proximal tubule clusters (PT1, PT2, PT3) (F) (Left) UMAPs of 7 mouse IR|
and 8 control kidney samples analyzed by snRNA-Seq (n1 = 19,926 cells) highlighting uninjured {blue) and injured PTC {red) populations. {(Right) UMAPs of

7 mouse IRl and 8 control kidney samples analyzed by snRNA-Seq {17 = 19,926 cells) identify the differential expression of Qprt in injured and noninjured
PTCs. (G) Expression of classical differentiation and injury markers over time after IRl in 7 mouse IRI and 8 control kidney samples analyzed by snRNA-Seq.
Each column represents the average expression per cell state in control PTCs and injured PTCs at 4 hours and 12 hours. {7 = 15 samples, 17 = 19,164 cells.)

to ischemia. This also underlines the need to better understand the heterogeneity of individual cellular stress
responses and cell fate in the face of IRI. A subset of PTCs may fail to recover from acute stress and face an
unresolved ER stress that may ultimately become deleterious and may prompt progression toward irrevers-
ible lesions. One could envision that early events that affect NAD* contents in a proportion of PTCs imprint
a metabolic memory in these cells, possibly through altered sirtuin activity and epigenetic reprogramming,
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Figure 5. ER stress reduces QPRT expression in HK2 cells. (A and B) Scatter dot plots representing the relative expression of DDIT3 (A) and QPRT (B)
transcripts measured by real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR) in HK2 cells incubated 8 hours with 0.25 uM thapsigargin (Tg),
with 1 uM dithiothreitol (DTT), with 2.5 pg/mL tunicamycin (Tun), with 5 pg/mL brefeldin A (BFA) or 48 hours in a glucose-deprived culture medium
{No Gluc.), and compared with vehicle-treated (DMS0) cells (n = 6-8 replicates). The dashed line represents 1, the reference value of vehicle-treated
cells. Bars represent mean + SEM. (C) Immunoblot representing QPRT, binding immunoglobulin protein (BiP), DDIT3, and tubulin protein expression in
HK2 cells 24 hours after incubation with DMSQ {vehicle), 1 pM DTT, 2.5 pg/mL Tun, and 5 pg/mL BFA or 48 hours in a glucose-deprived culture medium
{No Gluc.). The immunoblot shown is representative of 3 independent experiments. (D and E) Time course analysis of the relative expression of DDIT3
(D) and QPRT (E) transcripts measured by RT-gPCR in HK2 cells incubated with vehicle (DMS0), 0.25 pM Tg, 5 pg/mL BFA, or 2.5 ug/mL Tun for up to
24 hours (4 replicates). Bars represent mean + SEM. (F) Immunoblot representing the expression of QPRT, BiP, DDIT3, and tubulin proteins in HK2 cells
transfected with DDIT3 siRNA (siDDIT3) or with control siRNA and incubated with 2.5 pg/mL Tun, 5 ug/mL BFA, or DMSO (vehicle) for 24 hours. The
immunoblot shown is representative of 2 independent experiments. {(G) Immunoblot representing the expression of QPRT, BiP, DDIT3, and tubulin
proteins in HK2 cells transfected with a pcDNA3.1 vector expressing DDIT3 or an empty vector and incubated with 5 pg/mL BFA or with DMSO (vehicle)
for 24 hours. The immunoblot shown is representative of 2 independent experiments.

which would endow them with a maladaptive phenotype, fueling fibrogenesis, inflammation, and progres-
sion to CKD if a critical threshold of PTC number is reached.

Our results suggest that DDIT3 could participate in the attenuation of QPRT transcription and con-
tribute to the expanding body of data indicating that DDIT3 not only is an apoptotic regulator but also
carries out nonapoptotic functions. It is clear that DIDIT3 alone is not sufficient to inhibit metabolic gene
expression because overexpressed DDIT3 was not associated with QPRT repression in the absence of ER
stress. This observation suggests that ER stress signals are necessary to potentiate its repressive action.
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QOur observations are reminiscent of what have been described for the suppression of genes encoding the
transcriptional regulators of lipid metabolism such as PPARq, or SREBF1 by DDIT3 (25), raising the pos-
sibility that a regulatory program is engaged upon ER stress and could affect metabolic genes expression in
a similar manner. In the case of NAD* biosynthesis impairment upon ER stress, the precise mechanisms by
which DDIT3 repress QPRT upon ER stress remain to be examined in detail. This transcriptional regula-
tion of QPRT is not exclusive, and ER stress may affect QPRT enzyme activity through other mechanisms.

Our findings highlight the fact that a molecular reprogramming process occurring within a stressed
cell in an injured tissue can be noninvasively detected and quantified and provide information regarding
the magnitude of the damage. Implementing uQ/T as a noninvasive biomarker to improve prediction per-
formance will provide a validated tool to increase the earliness and specificity of the diagnosis of kidney
injury, which is a major prerequisite for successful intervention. It is anticipated that the earlier that therapy
can be started, the greater the chances are to stop the pathological process. In agreement, the detection of
increased uQ/T could lead to a better stratification of the risk of kidney disease progression. uQ/T is a new
monitoring tool that could be routinely used in the follow-up of individuals with kidney disease. Individu-
als at high risk of disease progression will benefit from early nephroprotective strategies whose purpose is
to increase intracellular NAD" contents, and they would slow disease progression.

In conclusion, ER stress impairs de novo NAD* biosynthesis, and the transcription factor DDIT3 may
be involved in QPRT repression. Unresolved ER stress and QPRT downregulation constitute a signature of
the transition from AKI to CKD. Finally, elevated uQ/T levels reflect the severity of tissue damage upon
acute kidney allograft injury and are predictive of kidney outcomes.

Methods

Study populations

HEGP CPB cohort for urinary metabolome. From February 17, 2017, to April 26, 2017, 42 patients under-
going scheduled cardiac surgery with CPB were enrolled. Detailed information on the cohort is available
in Supplementary Table 2. The exclusion criteria were an estimated glomerular filtration rate (eGFR) <
30 mL/min/1.73 m?, an infusion of a radio contrast agent within the 24 hours before surgery, a preop-
erative left ventricular ejection fraction < 40%, age < 18 years, pregnancy, and the inability to provide
written informed consent. AKI was diagnosed according to the KDIGO Clinical Practice Guideline
for AKI criteria in measuring serum creatinine concentrations and urine output after the surgery. All
medications acting on the renin-angiotensin system and all diuretics were stopped on the day before
surgery. Lost blood was recovered using Cell Saver Elite (Haemonetics) and retransfused when possible.
Vasotropic or inotropic agents, fluids, and transfusion products were administered at the discretion of the
anesthesiologist based on clinical, echocardiographic, and biological findings. After surgery, all patients
were transferred to the cardiovascular intensive care unit. Hemodynamic data were extracted from the
Philips system using IXTREND software version 2.1.0 FW14 (Ixellence GmbH). Mean arterial pressure
values were recorded every 1.25 seconds during the CPB procedure. Clinical data were prospectively
extracted from the hospital’s electronic medical records. Urine samples were collected in Corning 5¢ mL
conical tubes and centrifuged at 2000g for 20 minutes at 4°C within 4 hours of collection. Cell pellets
were conserved in 300 pL of RLT buffer (Qiagen) and stored until mRNA extraction. Supernatants and
cell pellets were stored at —80°C until analysis. All clinical data and samples were deidentified. Urine
samples of 41 patients were technically adequate for further analysis. The urine samples used in this
study have been part of a previously published analysis (29).

Leuven KTR cohort for kidney allograft RNA-Seq. A total of 41 KTRs were enrolled at the University Hos-
pitals of Leuven (12). In each case, protocol biopsy was performed at 4 time points: before implantation
(PRE, kidney flushed and stored in ice), after reperfusion (POST, at the end of the surgical procedure),
and 3 and 12 months after transplantation. Genome-wide gene expression profiling using RNA-Seq was
performed in kidney allograft recipients as previously described (12). Based on RNA-Seq profiling of proto-
col biopsies, a computational model to characterize the transition from AKI to CKD has been developed,
as previously described (12). Briefly, a pseudotime analysis including all 3-month and 12-month samples
was performed to cover this transition. The pseudotime line separated into 2 branches: a branch with tran-
scriptomes depicting the progression to fibrosis over time (called “transition” and “progression”) and an
opposite branch with transcriptomes moving toward recovery (called “recovery”).
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Necker KTR cohort for urinary metabolome. All of the 405 consecutive patients who received a kidney
transplant at the center from January 2010 to June 2012 were considered for this prospective, longitudinal,
single-center cohort study. The reasons for exclusion were noninclusion criteria (# = 48), primary nonfunc-
tion/early graft loss (z = 12), other study with urine monitoring (» = 16), patients’ death within the first 6
months (z# = 7), and early loss of follow-up (# = 22). Posttransplantation, urine was collected on day 10 for
237 out of 300 individuals initially included in the study. Glomerular filtration rate was measured using
iohexol clearance calculation. Urine samples were centrifuged at 1000g for 10 minutes at 4°C within 4
hours of collection. The supernatant was collected after centrifugation and stored with protease inhibitors
at —80°C. The urine samples used in this study have been part of a previously published analysis (30).

HEGP CKD cohort for urinary transcript monitoring. Between November 2017 and February 2018, 55 con-
secutive individuals who were referred to the Service of Nephrology at the Georges Pompidou European
Hospital for a kidney biopsy were evaluated for potential inclusion in the study. Indications for biopsy were
eGFR < 60 mL/min and/or proteinuria > 0.5 g/L. Kidney biopsies were collected only for patient care. At
biopsy, urine samples were collected for routine clinical chemistry analyses and stored at —80°C. Detailed
information regarding the clinical, medical, demographic, biological, and histological status of the patients
was collected using an information-based data warehouse.

Urine analyses

ELISAs. Urinary KIM-1 levels were quantified using the KIM-1 ELISA immunoassay (R&D Systems),
NGAL using the Lipocalin-2/NGAL Quantikine ELISA Immunoassays (R&D Systems), and TIMP-2 and
IGFBP7 using TIMP2 ELISA immunoassay (R&D Systems) and IGFBP7 ELISA immunoassay (MyBio-
source), respectively, according to the manufacturer’s protocol. Multiplication of the 2 markers (TIMP-2*I1G-
FBP7) was performed as previously described (31). Because the distribution of the values of urinary KIM-1,
NGAL, RBP, and TIMP2*IGFBP7 concentrations was skewed, we performed analyses using log-trans-
formed values to obtain a Gaussian distribution, but this did not change the results of the comparative study.

Clinical chemistry analyses. The urine protein measurements were performed at the Clinical Chem-
istry Department of the Georges Pompidou European Hospital. The urinary levels of RBP were mea-
sured using a Siemens BN II nephelometer Analyzer II and kits from Siemens. Values considered
normal were less than 0.5 mg/L.

Urine mRNA processing. Urine samples from the HEGP CKD cohort were collected in Corning 50 mL
conical tubes and centrifuged at 2000g for 20 minutes within 4 hours of collection. Cell pellets were conserved
in 300 pL. of RLT buffer (Qiagen) and stored until mRNA extraction. Supernatants and cell pellets were
stored at —80°C until analysis. RNA was extracted from the pellets using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and
reverse-transcribed into cDNAs using TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems).

Targeted metabolomics

HK2 cells were washed twice with ice-cold PBS, drained, snap-frozen in liquid nitrogen, and stored at —84°C
until analyses. After addition of an extraction solution made of 50% methanol, 30% acetonitrile, and 20% water
(32) (1 mL/1 x 10° cells or 500 pL for 20 pL urine), the samples were vortexed for 5 minutes at 4°C, then cen-
trifuged at 16,000¢ for 15 minutes at 4°C. The supernatants were collected and separated by liquid chromatog-
raphy—mass spectrometry using SeQuant ZIC-pHilic column (MilliporeSigma). The aqueous mobile-phase sol-
vent was 20 mM ammonium carbonate plus 0.1% ammonium hydroxide solution, and the organic mobile phase
was acetonitrile. The metabolites were separated over a linear gradient from 80% organic to 80% aqueous for 15
minutes. The column temperature was 50°C and the flow rate was 200 pL./min. The metabolites were detected
across a mass range of 75-1000 m/z using the Q-Exactive Plus mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific) at
a resolution of 35,000 (at 200 m2/2) with electrospray ionization and polarity switching mode. Lock masses were
used to ensure mass accuracy below 5 ppm. The peak areas of different metabolites were determined using Ther-
mo Fisher Scientific TraceFinder software using the exact mass of the singly charged ion and known retention
time on the HPLC column. Data analysis was performed in the MetaboAnalyst 4.0 software (33).

Human kidney immunohistochemistry
Kidney biopsies were fixed in alcohol-formalin-acetic acid, dehydrated with ethanol and xylene, embedded
in paraffin, and cut into 3 pm sections. Samples were then deparaffinized, rehydrated, and heated for 20

minutes at 97°C in citrate buffer. Endogenous peroxidase was inactivated by incubation for 10 minutes at
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room temperature in 0.3% H,O,. Sections were incubated with PBS containing 1:100 anti-QPRT (catalog
orb317756, Biorbyt). Next, sections were incubated with anti-mouse antibody conjugated with horseradish
peroxidase—labeled polymer (mixture of secondary antibodies of various species, Dako), then visualized
with a peroxidase kit (Dako). Finally, the tissue sections were counterstained with hematoxylin.

Animal experiments

Tun injection. Twelve-week-old C57BL/6 background male mice (Charles River Laboratories) were intra-
peritoneally injected with Tun (MilliporeSigma, T7765) (1 mg/kg) or vehicle (DMSO) at day 0, and mice
were sacrificed 2 days postinjection (# = 4-5 per condition). Total RNA was extracted from kidneys using
the RNeasy Mini Kit according to the manufacturer’s protocol.

Induction of diabetes mellitus. Twelve-week-old males of the 129/Sv] genetic background (Charles River
Laboratories) were rendered diabetic by streptozotocin (MilliporeSigma, S-0130) (100 mg/kg in sodium
citrate buffer, pH = 4.5) intraperitoneal injection on 2 consecutive days. Control mice received citrate buffer
alone. Mice with fasting glycemia above 300 mg/dL were considered diabetic. Mice were euthanized 10
weeks after the induction of diabetes (# = 3—4 per condition). Total RNA was extracted from kidneys using
the RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol.

UmodC147W/+ mouse. A detailed description of the methods for the UmodC147W/+ mouse line of the
C57BL/6J genetic background was previously reported (34). Public repositories pertaining to the transcriptome
of mRNA isolated from whole-kidney tissue from mutant mice and littermate controls at multiple time points,
including 12 and 24 weeks (GEO accession GSE102566), were analyzed for QPRT and DDIT3 expression.

Bilateral IRI. This procedure has been detailed (13). A 21-minute warm IRI was performed, and cohorts
of injured mice were examined at 2 and 4 hours and 1, and 2, and 3 days after IRI (# = 3-4). Warm renal IRI
was performed on 10- to 12-week-old (25-28 g) C57BL/6CN male mice from Charles River Laboratories.

Bulk RNA-Seq of kidneys after bilateral IRI
This procedure has been detailed (13).

snRNA-Seq

snRINA-Seq data were obtained from an experimental model previously described (8). The experimental proto-
col is shown in Supplemental Figure 2. Seurat v3.2.0 in R v4 was used for analyses, including normalization,
scaling, and clustering of nuclei. First, we analyzed each data set separately and excluded nuclei with fewer
than 150 or more than 8000 genes detected. We also excluded nuclei with a relatively high percentage of unique
molecular identifiers mapped to mitochondrial genes (>1) and ribosomal genes (>1, for normal kidney sample;
and >2, all other samples). We performed curated doublet removal based on known lineage-specific markers.
The samples from different data sets were integrated to avoid batch effect using Seurat standard workflow split-
ting by data set. Following ScaleData, RunPCA, FindNeighbours, and FindCluster at a resolution of 0.5 were
performed. We focused our analysis on control and early time points after IRI (4 and 12 hours), resulting in
34,755 renal nuclei including 19,926 PTCs from 15 samples (8 controls and 7 after IRI). Cluster reassignment
was performed based on manual review of lineage-specific marker expression. For data visualization, we used
RunUMAP, FeaturePlot, and Dotplot from Seurat and dittoHeatmap from dittoSeq package.

Cells

HREK2 cell line. Normal human renal epithelial cells of proximal origin (HK2) were purchased from
ATCC/LGC Standards (lot number 63352186), then cultured according to a previously published
method (35). HK2 is a cell line derived from primary PTCs. HK2 cells were cultured in DMEM con-
taining 5 pg/mL insulin, 10 pg/mL human apotransferrin, 500 ng/mL hydrocortisone, 10 ng/mL epi-
thelial growth factor, 6.5 ng/mL trilodothyronin, 5 ng/mL sodium selenite, 1% fetal calf serum (FCS),
25 TU/mL penicillin, 25 pg/mL streptomycin, and 10 mM HEPES buffer. These cells lines were myco-
plasma free (Mycoalert Mycoplasma Detection Kit, Lonza). Tun, Tg, DTT, BFA, and etoposide were
from MilliporeSigma.

Primary culture. Human renal epithelial cells were harvested from human nephrectomy specimens
removed for renal cell carcinoma, then isolated according to previously published methods, with minor
modifications (36). Fragments of nonmalignant renal cortex were minced and digested with collagenase
IV (250 TU/mL, MilliporeSigma) for 3 hours at 37°C. Cells were centrifuged at 3000¢g for 15 minutes at
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4°C and the pellets washed 3 times with phosphate-buffered saline. Cells were then cultured in DMEM
containing 5 pg/mL insulin, 10 png/mL human apotransferrin, 500 ng/mL hydrocortisone, 10 ng/mL epi-
thelial growth factor, 6.5 ng/mL triiodothyronin, 5 ng/mL sodium selenite, 1% FCS, 25 IU/mL penicillin,
25 ng/mL streptomycin, and 10 mM HEPES buffer. Cells were incubated at 37°C in 5% C0, and 95% air.
The characterization of our cellular model has been published previously (37), confirming the proximal
descent of the vast majority of the cultured tubular epithelial cells. Experiments were not performed with
cells beyond the third passage.

RNA extraction and RT-gPCR

Total RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol.
Transcript expression levels were quantified through SYBR Green RT-gPCR using an ABI PRISM 7900
sequence detector system (Applied Biosystems). Vehicle-treated samples were used as controls, and the
fold changes for each tested gene were normalized to the ribosomal protein L13A housekeeping gene. The
relative expression levels were calculated using the 24T method (38). By definition, the expression level of
a given gene in a control sample, using the 24T method to calculate relative expression levels, is 1. Primer
sequences are listed in Supplemental Table 1.

Protein extraction and immunoblotting

Cells were washed in PBS and incubated for 30 minutes at 4°C and in mPER lysis buffer (Thermo
Fisher Scientific) with protease (Halt Protease Inhibitor Cocktail 100X, Thermo Fisher Scientific) and
phosphatase inhibitors (Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail 100X, Thermo Fisher Scientific). Extracts
were centrifuged at 14,000g for 15 minutes at 4°C. Protein concentrations in the supernatant were
measured by using a Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) and Tecan Safire plate
reader. Protein extracts (25 pg) were resolved by 4%-12% SDS-PAGE (Invitrogen) and transferred to
nitrocellulose membranes (iBlot, Invitrogen). Membranes were blocked with SEABLOCK blocking
buffer (Thermo Fisher Scientific) for | hour at room temperature and then incubated overnight at
4°C with primary antibody diluted in blocking buffer. Primary antibodies were anti-QPRT (catalog
HPAO011887, MilliporeSigma), anti-DDIT3 (catalog L63F7, Cell Signaling Technology), anti-PARP
(catalog 95424, Cell Signaling Technology), anti-BiP (GRP78) (catalog sc-1050, Santa Cruz Biotech-
nology), anti-PERK (catalog C33E10, Cell Signaling Technology), anti-eiF2a (catalog 9722, Cell Sig-
naling Technology), anti-phospho-eiF2a (catalog 9721, Cell Signaling Technology), and anti-Tubulin
(catalog T9026, MilliporeSigma). After washings in PBS-Tween buffer, membranes were incubated
with secondary antibodies coupled to IRDye fluorophores: goat anti—rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor
Plus 800 (catalog A32735, Thermo Fisher Scientific) and goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 680 (cata-
log A-21057, Thermo Fisher Scientific). Infrared signal of membranes was revealed using an Odyssey
detection system (Li-Cor Biosciences).

siRNA transfections

The transient inactivation of DDIT3 was achieved using small interfering synthetic RNAs (siRNAs)
designed by and obtained from Qiagen and transfected using HiPerFect (Qiagen) according to the manu-
facturer’s protocol. Two different siRNAs directed against the same target were transfected: Hs DDIT3_1
FlexiTube siRNA (ref. SI00059528) andHs_DDIT3_3 FlexiTube siRNA (ref. SI00059542). AllStars Nega-
tive Control siRNA (5-AACGAUGACACGAACACACTT-3") has no homology to any known mammali-
an gene, and validation was performed using Affymetrix GeneChip arrays and a variety of cell-based assays
to ensure minimal nonspecific effects on gene expression and phenotype. Cells were incubated with siRNA
for 24 hours before conducting the experiments.

Expression vectors

Cells were cultured at 37°C in 5% CO, and were studied while subconfluent. Transient transfection of the
gene DDIT3_OHul6873C_pcDNA3.1(+) subcloned by HindIII/BamHI in a pcDNA3.1 vector (catalog
OHul6873C, GenScript) was performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to manufacturer
instructions. pcDNA3.1 vector was used as a control. After 36 hours of transfection, cells were harvested
for mRNA and protein preparation.
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NAD measurement

The levels of NAD* and intracellular NADH were measured by a colorimetric enzymatic test (BioVision,
K337-100) according to the manufacturer’s protocol. The cells of a determined number of wells containing
the 2 x 10° cells required for each test were washed with ice-cold PBS, lysed with 400 pL of extraction buf-
fer by 2 cycles of freeze-thaw (freezing 10 minutes at —-80°C, thawing 10 minutes on dry ice), harvested in
tubes, vortexed for 10 seconds, and centrifuged at 19,000g for 5 minutes at 4°C. Concentrations of NAD*
or NADH in cell lysates were measured at 450 nm against a calibration range with an Infinite 200 Plate
Reader (Tecan). The levels of the dinucleotides were expressed per million cells.

PARP activity

The levels of PARP activity were measured by ELISA (PARP/Apoptosis Colorimetric Assay Kit, cata-
log4684-096-K, R&D Systems) according to the manufacturer’s protocol. A total of 5 x 10 cells/200 pL
fresh medium/well in a 96-well, flat-bottom plate were incubated 24 hours for ER stressors or 10 mM etopo-
side. Samples of 25 pL containing 200 pg proteins were evaluated in triplicate. PARP activity in samples was
evaluated by semiquantitatively detecting PAR deposited onto immobilized histone proteins in a 96-well for-
mat. An anti-PAR monoclonal antibody, goat anti-mouse IgG-HRP conjugate (both from the kit), and HRP
substrate were used to generate a colorimetric signal (450 nm). Absorbance correlates with PARP activity.

Data availability

RNA-Seq data for human kidney transplant biopsies are available at GEO (GSE126805). Transcriptomic
data for human diabetic kidneys are available at GEO (GSE30122). RNA-Seq data for mouse IRI are
available at GEO (GSE52004). RNA-Seq data for UmodC147W/+ kidneys and UMOD-expressing epi-
thelium are available at GEO (GSE1102566). RNA-Seq and proteomic data for rat microdissected tubules
are available at GEO (GSE56743 and PXD16958). RNA-Seq data for renal cell lines are available at
GEO (GSE135441, GSE111837, and GSE99701). snRNA-Seq data are available at GEO (GSE151167,
GSE139107, and GSE163863). Raw data of metabolomics analyses and clinical data are available from the
corresponding authors upon reasonable request.

Statistics

Graphs were generated using GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Statistical analyses were per-
formed with JMP.10 software (SAS Institute Inc.). Student’s ¢ tests were 2 tailed and [-way ANOVA was
performed when indicated. A P value less than 0.05 was considered significant.

Study approval

HEGP CPB cohort. This single-center, prospective, pilot study was approved by the Comité de Protection
des Personnes Sud Est III (CPP Sud Est III 2016-072 B), Bron, France, on February 7, 2017, and registered
under EudraCT 2016-A01871-50. All patients provided written informed consent for study participation
and for the biological analysis before inclusion.

Leuven KTR cohort for kidney allografi RNA-Seq. Patients were enrolled at the University Hospitals of Leu-
ven (12). Participants provided written informed consents, and the Ethical Review Board of the University
Hospitals of Leuven (S53364 and §59572), Leuven, Belgium, approved this procedure and studies of humans.

Necker KTR cohort. This study was approved by the Ethics Committee of Ile-de-France XI (approval
13016), Paris, France, and all the participating patients provided written informed consent.

HEGP CKD cohorr. Analyses were performed on deidentified patient samples. The patients were
informed about the study and did not object to the use of their clinical and biological data collected as
part of their clinical care exclusively. Data management complied with the French reference methodologies
guidelines MR004 published by the commission nationale informatique et liberté, which apply to research
carried out as part of clinical care (Comité de Recherche non CPP [institutional review board], CERAPHP
Centre, Paris, France).

Animal experiments. Experiments were conducted according to French veterinary guidelines and those
formulated by the European Commission for experimental animal use (L358-86/609EEC) and/or to the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as published by the US NIH (National Academies Press,
2011). Animals were fed ad libitum, had free access to water, and were housed at constant ambient tem-
perature in a 12-hour light/12-hour dark cycle.
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2

Ohrs IRl 4hrs 12hrs Single nuclei Kirita e_t al PNAS 2020
o Legouis et al Nat.Met.2020 IRI time: 18.5min
~ = P = ?«)) —» snRNAseq Condition: Normal, Sham (Oh) Condition: Sham (0h), 4h post
IRI,12h post IRI
s1
82
83
PT1
o
DILATL . Renal cells
TAL nuclei n= 34’755, samples n=15
Pl?l) 1
an
DCT CNT
@ Selection of PTC
BC nuclei n= 19'926
EC
Stroma
e
dataset
.4

© Cippalab
* lumphreys
® S




SUPPLEMENTARY FIGURE 4
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3
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SUPPLEMENTARY FIGURE 5
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SUPPLEMENTARY FIGURE 6
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SUPPLEMENTARY FIGURE 7
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SUPPLEMENTARY FIGURE 8
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SUPPLEMENTARY FIGURE 9
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SUPPLEMENTARY FIGURE 10
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SUPPLEMENTARY FIGURES LEGENDS

SUPPLEMENTARY FIGURE 1
Representation of the tryptophan metabolic pathways
SUPPLEMENTARY FIGURE 2
Schematic of the experimental strategy for snRNAseq

SUPPLEMENTARY FIGURE 3.

Hierarchical clustering (Ward method) of urine samples of 41 patients collected at baseline,
just after cardiopulmonary bypass (CPB) and the day after CPB. Each column represents the
relative composition of metabolites identified by liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry using SeQuant ZIC-pHilic columns. Each line represents a patient.
Samples were normalized by median and data were autoscaled. Each metabolite level is
reported to urine creatinine.

SUPPLEMENTARY FIGURE 4.

A. Box and whiskers plots representing donor's age in groups of patients identified by
hierarchical clustering of the metabolome of 237 urine samples collected 10 days after
kidney transplantation. The ends of the box are the upper and lower quartiles, the median is
marked by a vertical line inside the box, and the whiskers are the two lines outside the box
that extend to the highest and lowest observations. p value was computed using one-way
ANOVA.

B. Histograms representing the proportion of Extended Criteria Donors (ECD) in groups of
patients identified by hierarchical clustering of the metabolome of 237 urine samples
collected 10 days after kidney transplantation. p value was computed using one-way
ANOVA.

C. Box and whiskers plots representing the number of dialysis sessions after kidney
transplantation in groups of patients identified by hierarchical clustering of the metabolome of
237 urine samples collected 10 days after kidney transplantation. The ends of the box are
the upper and lower quartiles, the median is marked by a vertical line inside the box, and the
whiskers are the two lines outside the box that extend to the highest and lowest
observations. p value was computed using one-way ANOVA.

SUPPLEMENTARY FIGURE 5.

Histograms representing the expression of QPRT transcripts in various human and non-
human cell lines. Data are from public repositories pertaining to the transcriptome of these
cells lines (https://esbl.nhlbi.nih.gov/JBrowse/KCT/)

SUPPLEMENTARY FIGURE 6.

A. Histograms representing the expression of Qprt, Nicotinamide phosphoribosyl transferase
(Nampt), aminomuconate semiialdheyde decarboxylase (Acmsd), nicotinic acid
phopshoribosyl transferase (Naprt)1, nicotinamidedinucleotide adenylyl transferase (Nmnat)1
transcripts in rat tubules. Data are from public repositories pertaining to the transcriptome
(NCBI accession GSE56743 and the publicly accessible webpage
(https://helixweb.nih.gov/ESBL/Database/NephronRNAseq/index.html)

B. Histograms representing the expression of Qprt, Nampt, Acmsd, Naprt1, Nmnat1 proteins
in rat tubules. Data are from public repositories pertaining to the proteome (NCBI accession
PDX016958 and the data publicly available online at the Kidney Tubule Expression Atlas
website (hitps://esbl.nhlbi.nih.gov/KTEA/).

C. Uniform manifold approximation and projection (UMAP) plot of control kidney samples
analyzed by single nucleus RNA sequencing (snRNAseq) (n=8; 25,896 cells) identify the
different cellular components of the kidney. Proximal Tubule Segment S1, 52, S3; new
(injured) proximal tubule clusters (PT1, PT2, PT3); DTL, descending limb of loop of Henle;
ATL, thin ascending limb of loop of Henle; TAL, thick ascending limb of loop of Henle; POD,
podocytes; MD, macula densa; DCT, distal convoluted tubule; CNT, connecting tubule; ICA,
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type A intercalated cells of collecting duct; ICB, type B intercalated cells of collecting duct;
PC, principle cells; EC, endothelial cells.

D. Dot plot displaying gene expression for the renal cell types of control kidney samples
analyzed by single nucleus RNA sequencing (snRNAseq) (n=8; 25,896 cells).

E. Dot plot displaying differentiation and injury genes expression in proximal tubule segments
(81, S2, §3), and new (injured) proximal tubule clusters (PT1, PT2, PT3) of 7 mouse IRI and
8 control kidney samples analyzed by single nucleus RNA sequencing (snRNAseq)
(n=19,926 cells) (n= 19,926 cells).

SUPPLEMENTARY FIGURE 7.

A. Time course analysis of the relative expression of BiP transcripts measured by RT-gPCR
in HK2 cells incubated with either with vehicle (DMSO), 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun), 5 ug/mL
brefeldin A (BFA), or with for up to 24 h (4 replicates). Bars represent meantsem.

B. Immunobilot representing BiP and tubulin protein expression in HK2 cells 24 hours after
incubation with DMSO (vehicle), 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun), or 5 ug/mL brefeldin A (BFA).
C. Immunoblot representing PERK and tubulin protein expression in HK2 cells 24 hours after
incubation with DMSO (vehicle), 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun), or 5 ug/mL brefeldin A (BFA).
D. Immunoblot representing eif2a, phospho-eiF2a, and tubulin protein expression in HK2
cells 24 hours after incubation with DMSO (vehicle), 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun), or 5 ug/mL
brefeldin A (BFA).

E. Time course analysis of the relative expression of GADD34 transcripts measured by RT-
gPCR in HK2 cells incubated with either with vehicle (DMSO), 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun), 5
ug/mL brefeldin A (BFA) for up to 24 h (4 replicates). Bars represent meantsem.

SUPPLEMENTARY FIGURE 8.

A. Hierarchical clustering (Ward method) of HK2 cells incubated with 5 ug/ml BFA or
dimethylsulfoxide (DMSO) for 4 h and 8 h (n=4 per condition). Each column represents the
relative composition of metabolites identified by liquid chromatography coupled with tandem
mass spectrometry using SeQuant ZIC-pHilic columns. Each line represents a condition or a
replicate. Samples were normalized by sum and data were autoscaled.

B. Volcano plot comparing urinary metabolites of HK2 cells incubated with or without 5 ug/ml
brefeldin A (BFA) for 8 hours. The x-axis is Log2 [fold change for BFA/vehicle] and y-axis is -
Log10 (p.value) based on p values computed using a two-sided unpaired t-test without
adjustment for multiple comparisons. Red points indicate metabolites that are above the
threshold for the twofold abundance with a p value <0.05.

SUPPLEMENTARY FIGURE 9.

Scatter dot plots representing the relative expression of Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase
(IDO1), Aminocarboxymuconate Semialdehyde Decarboxylase (ACMSD), Nicotinate
Phosphoribosyltransferase = (NAPRT), and (Nicotinamide phosphoribosyltransferase
(NAMPT) transcripts measured by RT-qPCR in HK2 cells incubated 8 hours with either with
0.25 mM thapsigargin (Tg), with 1 mM dithiotreitol (DTT), with 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun),
with 5 mg/mL brefeldin A (BFA), or 48 hours in a glucose-deprived culture medium (No
Gluc.), and compared with vehicle(DMSO)-treated cells. The data were obtained from 3 to 7
independent experiments. Bars represent meantsem.

SUPPLEMENTARY FIGURE 10.

A, B, C. Scatter dot plots representing the relative expression of QPRT (A), DDIT3 (B) and
NAMPT (C) transcripts measured by RT-gPCR in primary cultured proximal tubular cells
incubated 8 hours with either with 0.25 uM thapsigargin (Tg), with 2.5 ug/ml tunicamycin
(Tun), with 5 ug/mL brefeldin A (BFA), and compared with vehicle-treated cells. Bars
represent meantsem.

D. Immunoblot representing QPRT, DDIT3 and tubulin protein expression in primary cultured
proximal tubular cells 24 hours after incubation with DMSO (vehicle), 1 uM dithiotreitol (DTT),
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2.5 ug/ml Tun, with 5 ug/mL BFA, or 48 hours in a glucose-deprived culture medium (No
Gluc.). The immunoblot shown is representative of 3 independent experiments.

E. Time course analysis of the relative expression of QPRT transcripts measured by RT-
gPCR in primary cultured PTCs transfected with DDIT3 siRNA (siDDIT3) or with control
siRNA (siScramble) and incubated 8 hours with either 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun) (Left), 5
ug/mL brefeldin A (BFA) (right), and compared with vehicle-treated cells. Bars represent
meantsem

F. Immunoblot representing the expression of QPRT, BiP, DDIT3, and Tubulin proteins in
primary cultured PTCs transfected with DDIT3 siRNA (siDDIT3) or with control siRNA
(siScramble) and incubated with 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun), or with DMSO (vehicle) for
24h. The immunoblot shown is representative of two independent experiments.

G Immunoblot representing the expression of QPRT and tubulin proteins in primary cultured
PTCs transfected with a pcDNA3.1 vector expressing DDIT3 or an empty vector for 24h. The
immunoblot shown is representative of two independent experiments.

H. Scatter dot plots representing the concentrations of total NAD concentrations in primary
cultured PTCs transfected with DDIT3 siRNA (siDDIT3) or with control siRNA (siScramble)
and incubated with 2.5 ug/ml tunicamycin (Tun) or DMSO (vehicle) for 24h. p value was
computed with a Student’s t-test.
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Supplementary table 1. RT-gPCR primers list

Human-expression
huBIP-FWdGGTGAAAGACCCCTGACAAA,
huBIP-RevGTCAGGCGATTCTGGTCATT,;
huNAMPT-FwdGTGACTTAAGCAACGGAGCG
huNAMPT-RevGGAGGATGTTGAACTCGGCT;
huQPRT-FWdGAGGGAAAGGAAGGATGGAAAG;
huQPRT-RevTGGGTGCATGAAGGATGAAG ;
huDDIT3-Fwd TGGAAGCCTGGTATGAGGAC
huDDIT3-Rev TGTGACCTCTGCTGGTTCTG
huCD38-Fwd ATGTTCACCCTGGAGGACACGCTGCT
huCD38-Rev CTCAGGATTTTTCACACACTGAAG
huPGC-1a-FwdCCAAAGGATGCGCTCTCGTTCA,;
huPGC-1a-RevCGGTGTCTGTAGTGGCTTGACT
huNAPRT-FwdTCCCCAACTTCCTAGCAGTC
huNAPRT-RevGAAGACCTTGCGGATCTCCT
huACMSD-FwdCAGGAGCTCTTTCCTGTCTATG
huACMSD-RevGCCAAGGGAGCCAGTATTT
hulDO1-FwdGTGAAAGCTCTGGTCTCCCT
hulDO1-RevTCAGTGCCTCCAGTTCCTTT
huRPL13A-FwdCCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA
huRPL13A-RevGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA
hulGADD34-FwdAGGAGGCTGAAGACAGTGGA
hulGADD34-RevGGCCATCTGCAAATTGACTT

Mouse
mMQpr-FWdGTTCTGTGGGACACACATTGA
mQprt-Rev GGGTATCTCCTTCAGCAAACAG
mDdit3-FwdCAACAGAGGTCACACGCACA
mMDdit3-RevGGCACTGACCACTCTGTTTC
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Supplementary table 2. Description of the cohort of 41 patients undergoing cardio-

pulmonary bypass

Characteristic All AR bl Akl p value
(n=41) (n=11) (n=30)
Age (years) 62+15 64.5+4.5 61.5+3 0.5
Men, n (%) 25 (60) 6 (54) 20 (66) 0.31
BMI (kg/cm?) 26+5 27+0.4 25+1 0.31
Preexisting medical condition, n (%)
. Hypertension 20 (49) 7 (63) 14 (46) 05
. Diabetes 2(4.7) 1(1) 1(8) 05
. Obesity 7 (16) 2(18) 5(16) 1
. Atherosclerotic disease 6(14.2) 2(18) 4 (16) 0.8
. CKD 9 (21) 4 (36) 5 (16) 0.3
Preoperative characteristics
. eGFR (ml/min/1.73 m?) 74123 636 78.5z4 05
. Ejection fraction (%) 60+£9.5 62+3 61.1£1.5 0.6
. Euroscore 2 2.5+3 3+0.5 2.5+0.5 0.5
Preoperative medications, n (%)
. RAS inhibitors 17 (44) 4 (33) 14 (46) 0.4
. Diuretics 12 (28) 6 (23) 541 0.3
. Beta blockers 22 (52) 8 (66) 14 (46) 0.25
Indications, n (%)
. CABG 10 (24) 5(41) 6 (20) 0.15
. Mitral valve 8 (19) 6 (20) 2 (16) 0.8
. Aortic valve 24 (57) 8 (66) 16 (66) 0.45
. Ascending aorta 6(14) 1(8) 5(16) 0.45
. Others 6 (14) 0 5 (16) 0.45
Operative parameters
. CBP length (min) 99123 11010 95:6.5 0.25
. Aortic cross-clamp length (min) 75+31 80+9 7155 0.25
. Whole procedure length (min) 29645 309+12 287+8 0.1
. Fluid loading (ml) 1570+710 | 1240+201 | 1686+125 0.07
. Blood loss (ml) 3020+1382 | 3270+422 | 2908+268 0.45
. Cell Saver (ml) 795625 693180 | 843+120 05
. Per CBP urine output (ml/kg/h) 61+86 65+25 61+16 0.9
. Per procedure urine output (ml/kg/h) 142+106 162+31 138+20 0:5
Post-operative parameters
. 24 hour fluids administration (mi)" 2002+737 | 2145+210 | 1950+135 05
. Catecholamine use (days)® 0.5+1.1 1+£0.5 0.5+1 0.05
. Dialysis, n (%) 3() 3(25) 0 0.004
. ICU stay (days) 33 51 2.8+0.6 0.04
. Hospital stay (days) 15+8 1919 14+1.5 0.04
. Death, n (%) 2 (5) 2 (16) 0 (0) 0.02

Plus-minus values are meansx=standard error.

BMI denotes body mass index; DSA, donor-specific antibodies; CKD, chronic kidney disease; eGFR,
estimated glomerular filtration rate; RAS, renin-angiotensin system; CABG, coronary artery bypass
grafting; CPB, cardiopulmonary bypass; ICU, intensive care unit.

$ Euroscore 2, www.euroscore.org/calc.html

9 Includes albumin, Ringer’s lactate, plasmion, or G5%.
§ Includes norepinephrine, dobutamine or adrenaline.

AKl is defined according to the AKI-KDIGO definition
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Supplementary tables 3. Parameters associated with uQ/T

Supplementary table 3A. Parameters associated with uQ/T the day after cardiopulmonary

bypass

Characteristic Estimate | p value
Sex (female) -3.1 0.02
BMI (kg/m?) -1.9 0.5
Age (years) 15.5 0.07
eGFR at baseline (ml/min/1.73 m?) -36.5 0.004
Left ventricular ejection fraction (%) -4 0.4
CPB duration (minutes) 23.5 0.15
Aortic clamp time (minutes) 23.1 0.1
Procedure length (minutes) 30 0.2
Noradrenaline use 41 0.7
Intraoperative volume expansion (ml) 235 0.5
Intraoperative blood loss (ml) 773 0.2
Intaroperative time spent with MAP <60 mmHg (%) 0.04 0.2
Coronary bypass 1.8 0.25
Mitral valve surgery -2.4 0.07
Aortic valve surgery -0.3 0.7
Aortic surgery 0.5 0.7

Supplementary table 3B. Multivariate analysis of parameters associated with uQ/T the day

after cardio pulmonary bypass.

Characteristic Estimate 95% CI p value
Sex (female) -0.1 -0.17 10 -0.02 0.01
Age (years) 0.003 -0.002 to 0.008 0.25
eGFR baseline (ml/min/1.73 m°) 0.004 -0.007 to -0.0006 0.02
Aortic clamp duration (minutes) 0.001 -0.0008 to 0.004 0.24
Mitral valve surgery -0.06 -0.041t0 0.1 0.4

Model F ratio 4.85; p=0.0018

BMI denotes body mas index
eGFR denotes estimated glomerular filtration rate (CKD-EPI formula)
MAP denotes mean arterial pressure
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Supplementary tables 4. Multivariate analysis of parameters associated with AKI
occurrence in the week after cardio pulmonary bypass.

Supplementary table 4A. Model including parameters associated with AKI at day 1 in the
suppl. table 2
Model Chi2: 13.8 p=0.007

Characteristic Estimate 95% CI p value
Whole procedure length (min) -0.01 -0.03 to 0.008 027
Fluid loading (ml) 0.001 -0.00006 to 0.003 0.06
Catecholamine use (days) 0.003 -0.002 to -0.01 0.4
uQ/T at day 1 -4 9to-1.4 0.003

Supplementary table 4B. Model including parameters associated with uQ/T at day 1 in the
suppl. table 3B
Model Chi2: 8.9; p=0.03

Characteristic Estimate 95% Cl p value
Sex (female) -0.15 -01t00.7 0.7
eGFR baseline (ml/min/1.73 m?) 0.02 -0.01t0 0.06 0.3
uQ/T at day 1 -3.2 -7.4 t0 0.006 0.049
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Supplementary tables 5. Clinical characteristics of the cohort of 237 kidney transplant

recipients

Supplementary table SA. Demographic and clinical characteristics of the cohort of kidney
transplant recipients who had a urine sample analysis 10 days after transplantation.

Characteristic n=237
Age (yrs) 50.5+15.4
Male sex-n (%) 148 (62)

Cause of ESRD-n (%)

*  Primary GN 56 (24)
¢ Diabetes 28 (12)
+  Cystic/hereditary 45 (19)
¢ Secondary GN 15 (6.5)
¢ Hypertension 14 (6)
« Interstitial nephritis 16 (7)
* Miscellaneous 12 (9)
* Uncertain 43(18.9)
Donor age (yrs) 54 £19
Living donor-n (%) 57 (24)
Extended criteria donor-n (%) 89 (49)
Retransplantation-n (%) 36 (15)
Preformed anti HLA DSA-n (%) 100 (42)
Cold ischemia time (hours) 16.4+10
Delayed graft function-n (%) 53 (23)
Serum creatinine at 10 days (umol/L) 260238

Plus-minus values are meansz=standard error.

ESRD denotes end stage renal disease, GN glomerulonephritis, DSA donor specific

antibodies.

Extended criteria donors (ECD) are normally aged 60 years or older, or over 50 years with at
least two of the following conditions: hypertension history, serum creatinine > 133 umol/L or

cause of death from cerebrovascular accident.
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Supplementary table 5B. Initial immunosuppressive regimens of the cohort of kidney
transplant recipients who had a urine sample analysis 10 days after transplantation.

Characteristic n=237
Basiliximab-n (%) 94 (39)
ATG-n (%) 131 (55)
Tacrolimus-n (%) 188 (80)
Cyclosporine-n (%) 44 (18)
IMPDHi-n (%) 244 (100)
MTORI-n (%) 3(8)
Steroids-n (%) 244 (100)
Anti CD20 immunotherapy-n (%) 29 (12)
Intravenous polyvalent immunoglobulins-n (%) 122 (51)

ATG denotes antithymocyte globulins, IMPDHi inhibitor of Inosine Monophosphate
Deshydrogenase, MTORI inhibitor of Mechanistic Target of Rapamycin.
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Supplementary table 6. Metabolites discriminating cluster 2 versus cluster1+3.

Among 237 kidney transplant recipients. 3 groups of patients (clusters) have been identified

according to their urinary metabolome measured 10 days after transplantation.

Metabolite Fold change p value
Histidine 0.3 5.3e-14
Quinolinic acid 2.1 3.7e-10
Ribose 2.3 1.5e-09
Quinolinate/Tryptophan 6.7 1.5e-08
5-Hydroxylysine 0.4 3.9e-08
Aminoadipate 25 1.3e-06
Riboflavin 3.1 4.8e-05
Cystathionine 2.5 0.0001
Lysine 0.4 0.0002
Pyridoxal 2.1 0.0007
Pantothenate 04 0.02
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Supplementary table 7. Demographic and clinical characteristics of a non-selected cohort of

55 patients with a chronic kidney disease (CKD).

Characteristic n=55
Age (years) 6517
Men, n (%) 39 (70)
BMI (kg/cm®) 275
Hypertension, n (%) 42 (72)
Diabetes, n (%) 19 (34)
Kidney transplant, n (%) 19 (34)
Cause of kidney disease (in native kidneys)

¢ Primary glomerulonephritis 8

¢ Amyloidosis 5

¢ AAN 4

»  Chronic tubulointerstitial nephropathy 4

e ADPKD 3

¢ Malformative uropathy 3

*« MGRS 2

¢ Diabetes 4

¢ Hypertensive 1

* HUS 1

¢ Alport syndrome 1
eGFR (ml/min/1.73 m®) 4127
Serum creatinine (umol/l) 229+167
Proteinuria (g/mmol) 0.15+0.3
Albuminuria (mg/mmol) 0.55+18

Plus-minus values are means=standard error

BMI denotes body mass index; AAN: ANCA associated nephropathy; ADPKD: autosomal
dominant polycystic kidney disease; MGRS: monoclonal gammopathy of renal significance;
HUS: hemolytic and uremic syndrome; eGFR: estimated Glomerular filtration rate by the

CKD-EPI formula.
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Supplementary tables 8. Intracellular metabolites associated with ER stress in HK2 cells

Supplementary table 8A. Metabolites that best discriminate Tunicamycin-treated cells from
vehicle treated cells. Cells were incubated 8 h with vehicle or Tunicamycin. In bold are
shown metabolites that are common to brefeldin A treated cells.

Metabolite Fold change p value
Quinolinic acid 6.5 0.06
Asparagine 6.2 2.9e-06
Cystine 3.1 0.09
Tyrosine 2.7 0.01
Folate 2.4 0.002
S-Adenosyl-L-methionine 23 0.03
Acetyl-glutamine 2.2 0.04
UDP-GIcNAc 2.1 4e-06
Cytidine 2 0.08
Fumarate 0.4 0.02
Glyceraldehyde 3-phosphate 0.3 0.004
L-Dihydroorotic acid 0.3 0.07
Glucose 0.3 0.07
Propionyl-carnitine 0.3 0.002
N-carbamoyl-L-aspartic acid 0.19 0.0004
Orotic acid 0.15 7.8e-05
Proline 0.15 0.02

Supplementary table 8B. Metabolites that best discriminate brefeldin A-treated cells from
vehicle treated cells. Cells were incubated 8 h with vehicle or brefeldin A. In bold are shown
metabolites that are common to tunicamycin treated cells.

Fold change p value
Quinolinic acid 6.9 0.02
Asparagine 4.9 9.1e-12
Acetyl CoA 2.8 0.004
Adenosine 2.6 1.1e-05
Glycerol 3-phosphate 2.5 1e-06
NADH 283 0.02
UDP-GIcNAc 2.3 9.8e-07
Creatine 2.2 0.0007
Orotic acid 0.4 0.0002
Glyceraldehyde 3-phosphate 04 0.0005
Citrulline 0.3 0.0004
Acetyl-lysine 0.3 0.0002
Argininosuccinate 0.3 3.5e-05
L-Dihydroorotic acid 0.3 8.1e-05
Fructose 0.3 0.02
Hydroxy-L-proline 0.3 0.0007
N-carbamoyl-L-aspartic acid 0.2 0.0008
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AXE 2. Suivi de PIRA par les métabolites de la voie des kynurénines

Etude 1. Mise au point et validation d’une technique de quantification des métabolites
de la voie des kynurénines dans le plasma et I’urine par LC-MS/MS et suivi de ’activité
de la voie lors d’IRA consécutive a une chirurgie cardiaque sous CEC

Validation of a liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry method for
simultaneous quantification of tryptophan and 10 key metabolites of the kynurenine pathway in
plasma and urine: Application to a cohort of acute kidney injury patients.

Nadour Z, Simian C, Laprévote O, Loriot MA, Larabi IA, Pallet N.

Clinica Chimica Acta.2022 Sep; 534: 115-127

CONTEXTE ET OBJECTIF DE L’ETUDE
L'objectif de cette étude était, dans un premier temps, de développer et valider une méthode en

LC-MS/MS permettant de quantifier simultanément dans le plasma et lI'urine le NA et le NAM,
ainsi que neuf (09) métabolites clés de la voie des kynurénines, le TRP, la KYN, le KA, le XA,
la 3-HK, le 3-HANA, le QA, le NaMN et le PIC. Ensuite, nous avons évalué la pertinence
clinique du suivi de l'activité de la voie des kynurénines dans les urines, sur une cohorte de 41

patients ayant subi une chirurgie cardiaque sous CEC (cohorte HEGP).

METHODES ET RESULTATS
Dans un premier temps, nous avons développé une méthode de dosage de métabolites de la voie

des kynurénines dans le plasma et I’urine par LC-MS/MS, et avons évalué ses performances
analytiques selon les standards internationaux.

Afin de déterminer la valeur pronostique et/ou diagnostique des métabolites de la voie des
kynurénines dans I’IRA post chirurgie cardiaque sous CEC, nous avons utilisé les mémes
échantillons urinaires de la cohorte HEGP de 41 patients, pour lesquels des urines ont été
prélevées avant la CEC, a la fin de 'intervention, et un jour aprés la chirurgie. Parmi ces
patients, 27 % ont développé une IRA a la suite de I’intervention. La quantification du TRP et
du QA par LC-MS/MS a confirmé I’augmentation significative du ratio urinaire QA/TRP (p =
0,003) a 24 h aprés I’intervention chez les patients ayant développé une IRA par rapport aux
patients sans IRA. Ce résultat montre que 1’é1évation duratio QA/TRP est un marqueur précoce
dela survenue de 'IRA aprés chirurgie cardiaque et confirme les résultats de I’étude princeps
de Mehr et al. de 2018 qui a montré une augmentation du ratio urinaire QA/TRP chez les
patients ayant développé une IRA 24 h aprés I’intervention cardiaque. De plus, nous avons
observé chez les patients ayant développé I'IRA, un ratio urinaire PIC/TRP plus élevé & 24 h
apres I’intervention (p=0,006) par rapport aux contréles. Ce résultat suggére que 1’élévation de
ce ratio pourrait étre un autre marqueur précoce prédictif de la survenue de I'IRA apres

chirurgie cardiaque.
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CONCLUSION
Nous avons développé et validé une méthode LC-MS/MS fiable permettant de quantifier

simultanément plusieurs métabolites de la voie des kynurénines dans le plasma et I'urine. Cette
méthode a été appliquée a I’étude de l'activité de la voie des kynurénines dans les maladies
rénales, et trouve tout son intérét pour explorer a I’avenir d’autres conditions médicales
associées a une perturbation de cette voie. A travers ce développement analytique, nous avons
montré et confirmé la pertinence clinique du ratio QA/TRP comme biomarqueur urinaire
précoce de la survenue d’une IRA aprés chirurgie cardiaque sous CEC. De plus, le PIC urinaire
semble étre un autre biomargqueur non invasif potentiel qui pourrait étre prédictif dela survenue

de I'RA.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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A sensitive and rapid liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method was developed
and validated for the simultaneous determination of tryptophan (Trp) and ten metabolites of kynurenine
pathway, including kynurenine (Kyn), 3-hydroxy-kynurenine (3-HK), kynurenic acid (KA), xanthurenic acid
(XA), 3-Hydroxy-anthranilic acid (3-HANA), quinolinic acid (QA), nicotinic acid mononucleotide (INaMI),
picolinic acid (Pic), nicotinamide (NAM) and nicotinic acid (INA) in both plasma and urine. This LC-MS/MS
method was used to predict the occurrence of acute kidney injury (AKI) in a cohort of patients with cardiac
surgery under cardiopulmonary bypass (CPB). Urinary concentrations of Pic, as well as Pic to Trp and Pic to 3-

HANA ratios were highly predictive of an AKI episode the week after CPB, indicating that Pic could be a pre-
dictive biomarker of AKI. Thus, monitoring the kynurenine pathway activity with this LC-IMS/MS method is a
clinically relevant tool to identify new biomarkers of kidney injury.

1. Introduction

The essential amino acid Tryptophan (Trp) is a precursor of
numerous biologically active metabolites, and the kynurenine pathway
(KP) is the primary route for its catabolism, accounting for approxi-
mately 95% of dietary Trp degradation [1]. The KP leads to de novo
biosynthesis of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD"), which is
also produced from nicotinamide (NAM) and nicotinic acid (NA) via the
salvage pathway and Preiss Handler pathway, respectively.

Trp is metabolized by the rate-limiting enzymes hepatic tryptophan
2,3-dioxygenases (TDO) and extrahepatic indoleamine 2,3-dioxygenases
(IDO) into N-formylkynurenine, which is further metabolized to
kynurenine (Kyn). The KP is divided into three branches (Fig. 1).

In the de novo NAD* biosynthesis branch, Kyn is successively con-
verted into 3-hydroxykynurenine (3-HK), 3-hydroxyanthranilic acid (3-
HANA), 2-amino-3-carboxymuconic semialdehyde, quinolinic acid

(QA), nicotinic acid mononucleotide (NaMN), and finally to NAD™ [1].
Quinolinate phosphoribosyltransferase (QPRT), a key enzyme in the de
novo biosynthesis of NADY, converts QA to NaMN [2]. Kyn can be
directed in a second branch to produce picolinic acid (Pic) or acetyl-CoA
[1]. The 2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdehyde decarboxylase
(ACMSD) enzyme is responsible for redirecting KP metabolism away
from NAD™* synthesis toward Pic production or glycolysis [3]. Finally, a
third subway of KP produces kynurenic acid (KA) and xanthurenic acid
(XA) via kynurenine aminotransferases from two different precursors,
Kyn and 3-HK, respectively.

Kyn metabolites are critical for energy metabolism, immune func-
tions and neuromodulation [1]. Indeed, the KP generates numerous
biologically active metabolites, including NAD*, the immunomodulator
Pic, N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor agonist QA and antagonist
KA, as well as immunosuppressive metabolites such as 3-HK and 3-
HANA [1]. The KP activity has been linked to cancer [4,5], as well as

* Corresponding author at: Laboratoire de Biochimie, Université de Paris, Hopital Européen Georges Pompidou, Paris, France.
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Fig. 1. Tryptophan and its Kynurenine pathway branches. The blue colored compounds are the 11 studied metabolites. IDO, indoleamine 2,3-dioxygenase;TDO,
tryptophan 2,3-dioxygenase; KAT, kynurenine aminotransferase; FKF, N-formyl kynurenine formamidase; KMO, kynurenine 3-monooxygenase; KYNU, kynurenase;
HAO, 3-hydroxyanthranilate-3,4-dioxygenase; ACMSD, 2-amino-3-carboxymuconate-6-semialdehyde decarboxylase; AMSDH, 2-aminomuconate semialdehyde de-
hydrogenase; QPRT, quinolinic acid phosphoribosyl transferase; NPRT, nicotinic acid phosphoribosyl transferase; NaMNAT, nicotinic acid mononucleotide adenylyl

transferase; NADS, NAD synthase; NMNAT, nicotinamide mononucleotide adenylyl transferase; NMPRT, nicotinamide phosphoribosyl transferase; NRK, nicotin-
amide riboside kinase.
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Table 1
LC-MS/MS conditions for Trp, KP metabolites and their corresponding IS.
Compounds Retention time (min) Precursor Ion (m/z) Products Ion (m/z) Collision Energy (V)
Nicotinic acid leotid 0.94 336.0 124.0* -15
Picolinic acid 1.29 1241 78.1* =21
51.1 —36
Nicotinic acid 1.44 1241 80.1* -23
78.1 -14
Quinolinic acid 1.60 167.9 78.0% —-25
124 —-15
Nicotinamide 1.64 123.0 80.0* —20
3-Hydroxy-kynurenine 2.21 225.0 208.1* -9
162.1 —-20
Kynurenine 5.00 209.2 146.0* -15
192.1 -10
3-Hydroxy-anthranilic acid 5.80 154.0 136.1* -15
108.1 -22
Tryptophan 7.40 205.0 118.20* —25
188.2 -10
Xanthurenic acid 8.40 206.0 160.0* =15
188.0 -15
Kynurenic acid 8.65 190.1 116.0* -32
172.2 -12
Picolinic acid-D, 1.27 128.2 82.1* -21
54.1 —38
Nicotinic acid-Dg 1.43 127.0 80.0* -23
83.0 —15
Quinolinic acid-D; 1.60 171.0 81.0* -35
127.0 =15
Nicotinamide-D, 1.64 127.0 84.0* —-24
83.0 -15
3-Hydroxy- kynurenine-**C}°>N U] 2282 210.1* -9
163.1 -18
Kynurenine-D, 5.00 2132 140.0* -15
196.0 -10
3-Hydroxy-anthranilic acid-D; 5.80 157.0 139.1* -15
111.1 -22
Tryptophan-Dg 7.32 210.0 122.0* -35
192.0 -10
Xanthurenic acid-D, 8.40 208.4 164.0* —35
192.0 -15
Kynurenic acid-Dg 8.65 195.2 121.2* -15
177.2 -10

*Quantifying ion.

a variety of disorders including cardiovascular disease [6,7], osteopo-
rosis [8], neurological and psychological disorders [9,10] and kidney
diseases [11,12]. The KP is involved in the pathophysiology of Acute
Kidney Injury (AKI) and chronic kidney disease (CKD) [11]. CKD is
associated with low plasma Trp concentrations, whereas plasma Kyn, 3-
HK, KA, XA, and QA concentrations are significantly elevated in this
setting [13-15]. Accumulation of Trp metabolites may reflect a decline
in kidney function [2,16]. Moreover, urinary Kyn and KA concentra-
tions, as well as Kyn/Trp and QA/Trp ratios are associated with AKI,
longer AKI duration, the need for renal replacement therapy and mor-
tality [2,16]. Thus, the KP is a source of clinically relevant biomarkers of
kidney injury, with potent diagnostic, prognostic and predictive
properties.

A better understanding of the relationship between activity of the KP
and the development of biomarkers of kidney injury for a routine use
requires straightforward methods for quantifying metabolites in bio-
logical matrices such as plasma and urine [2,13-16]. In that regard, a
number of LC-MS/MS methods have been developed to perform a
simultaneous quantitative profiling of Trp and Kyn metabolites in
different matrices under variable panels containing QA and/or Pic in
plasma [17-24] and urine [17,24-26]. Recently, liquid chromatography
coupled to high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) has also been
used for the same purpose [27]. However, to our knowledge, no LC-MS/
MS method for assaying Trp and Kyn including QA, Pic, NA, and NAM
has been developed simultaneously for both plasma and urine matrices.

Our aim was to develop and validate a LC-MS/MS method for
simultaneous determination in plasma and urine of Trp and 10 key KP

117

metabolites: Kyn, KA, XA, 3-HK, 3-HANA, QA, NaMN, Pic, NA, and
NAM. We applied the method in a cohort of cardiac surgery patients
undergoing cardiopulmonary bypass (CPB) to find novel biomarkers
predictive of the occurrence of AKIL

2. Material and methods
2.1. Chemicals and reagents

3-hydroxyanthranilic acid (3-HANA), 3-hydroxy-kynurenine (3-HK),
kynurenic acid (KA), kynurenine (Kyn), nicotinic acid (NA), nicotin-
amide (NAM), nicotinic acid mononucleotide (NaMN), picoline acid
(Pic), quinolinic acid (QA), tryptophan (Trp) and xanthurenic acid (XA)
were purchased from Sigma Aldrich (St Quentin Fallavier, France). 3-
hydroxyanthranilic =~ acid-Dg  (3-HANA-D3), 3-hydroxy kynur-
enine-1°c°N hydrochloride salt (3-HK-3cI*N), kynurenic acid-Ds (KA-
Ds), kynurenine-D4 (Kyn-Dy), nicotinic acid-Ds (NA-D3), nicotinamide-
D4 (NAM-Dy), picolinic acid-D4 (Pic-D4), quinolinic acid-Dz (QA-Ds),
ayptophan-Ds (Trp-Ds) and xanthurenic acid-D4 (XA-D4) were provided
by Toronto Research Chemicals (North York, Canada). Methanol
(MeOH) and formic acid in mass specometry (MS) grade were pur-
chased from Biosolve Chimie (Dieuze, France). Dimethylsulfoxide
(DMSO) was purchased from Euromedex (Souffelweyersheim, France).
MS grade water was produced in a local station, Milli-Q® IQ 7003 Water
Purification System (St Quentin Fallavier, France).
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Table 2
Group characteristics of the cohort of patients undergoing cardiopulmonary
bypass.

Characteristics All (n= AKI (n = No AKI (n P
41) 11) =30) value

Age (years)
Mean + SD 62+ 15 645+ 4.5 61.5:&3 0.5
(Range) (20-85) (58-79) (20-85)
Gender (n)
Female/Male 16/25 5/6 10/20 0.31
BMI (kg/cm?)
Mean + SD 26+£5 27 £ 0.4 25+1 0.31
Preoperative eGFR (ml/

min/1.73 m?)
Mean + SD 74 £ 23 63+6 785+ 4 0.5
Delta serum creatinine* 8+ 24 31+31 -1+£15 0.0011

(mmol L)

BMI, body mass index; eGFR, estimated glomerular filtration rate; CPB, car-
diopulmonary bypass

AKI is defined according to the AKI-KDIGO definition

*Serum creatinine* variation between the baseline and the maximum value in
the week after CPB (mmol L'1)

2.2, Stock and working solutions, calibration curves and quality control
preparation

Solutions of reference standards or stable isotope labelled internal
standards (IS) were prepared individually at 1 or 2 mg mL™! in MeOH,
0.1% formic acid, or DMSO, depending on their solubility, subdivided
and stored at — 20 °C until use to avoid freezing and thawing. Two stock
solutions (SS) were then prepared in MeOH by pooling different refer-
ence standards as follow: 1) SS-01 which contains tryptophan (500 uM),
kynurenine (240 uM), and kynurenic acid (260 uM) and 2) SS-02 which
contains NaMN (8 uM), 3-HANA (16 uM), NA (20 uM), Pic (20 uM), NAM
(20 M), 3-HK (22 M), XA (25 uM) and QA (600 uM). The stock solu-
tions were kept at —20 °C for two months at the most. Three working
solutions (WS) were prepared instantly in 0.1 % formic acid by serial
dilution of SS-01 or 8S-02 at 1: 10, 1: 100, and 1: 1000. Three other WS
at the same concentrations were prepared to produce quality controls.
Similarly, IS solutions were pooled into a methanolic working solution
(WS-IS) as follow: 3-HANA-D3 (0.6 uM), 3-HK-13C,,'5N (0.5 iM), KA-Ds
(10 uM), Kyn-D4 (19 uM), NA-D3 (2 pM), NAM-D4 (1 pM), Pic-D4 (1 uM),
QA-D3 (1 pM), Trp-Ds (96 uM) and XA-D4 (0.5 uM), and stored at —20 °C
for two months. Two calibration curves were used, one to quantify Trp,
Kyn and KA, and the second one for measuring of QA ,3-HK, XA, Pic,3-
HANA, NA, NAM and NaMN. Seven calibration standards (CS) and three
quality controls (QC) were prepared by spiking a convenient volume of
WS to a final volume of 50 pL of 0.1 % formic acid and treated in the
same way as the samples. The calibration range has been chosen ac-
cording to the metabolites concentrations described in human plasma
and urine [22,28-32].

2.3. Sample preparation

50 pL of pure plasma or urine samples diluted at 1:1 in 0.1 % formic
acid in water were spiked with 25 pL of WS-IS and precipitated with 250
pL of ice-cold methanol. The solution was then homogenized and
centrifuged for 10 min at 13,000 gat 4 °C. 200 L of the supernatant was
then evaporated under nitrogen stream and the dry residue was recon-
stituted with 80 pL of 0.1 % formic acid in water. 60 uL were directly
transferred to a 96-well plate for LC-MS/MS analysis of QA, 3-HK, XA,
Pic, 3-HANA, NA, NAM and NaMN. To analyze Trp, Kyn and KA, 10 uL
were transferred to a 96-wells plate containing 90 pL of 0.1 % formic
acid in water. The 96-wells plate was homogenized, centrifuged for 3
min at 4000 gat 4 °C then analyzed by LC-MS/MS. The injection volume
was 3 pL.
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2.4. LC-MS/MS conditions

The chromatographic system consisted of two LC-30 AD pumps
(Nexera X2), connected toa CTO 20A oven and a SIL-30 AC autosampler
(Shimadzu Corporation, Marne-la-Vallée, France). Chromatographic
separation was performed on an ACQUITY UPLC HSS T3 C18 column
(100 x 2.1 mm id., 1.8 um particle size, Waters, Saint-Quentin-en-
Yvelines, France) preheated at 40 °C. The elution was achieved using
a gradient of 0.1 % formic acid in water (A) and 0.1 % formic acid in
MeOH (B) at a flow rate of 0.5 mL min ™. The initial condition was 0 % B
for 3 min, followed by a ramp up to 40 % B in 10 min, and a second ramp
up to 90% B in 1 min, then held at 90 % B for 1 min, then ramped back to
the initial condition and held for 2 min to allow column equilibration.
The total run time was 17 min. Compounds were detected using an
LCMS-8060 triple quadrupole mass spectrometer (Shimadzu Corpora-
tion, Marne-la-Vallée, France) operating in positive electrospray ioni-
zation (ESI) mode. Nitrogen was used for nebulization and argon as
collision gas. The interface parameters and commeon settings were as
follows: interface voltage: 4 kV; nebulizing gas flow: 3 L min~'; heating
gas flow: 15 L min~%; drying gas flow: 5L min~Y; interface temperature:
400 °C; desolvation line (DL) temperature: 250 °C; heat block temper-
ature: 400 °C; collision gas pressure 170 kPa. Compounds were detected
in a multiple reaction monitoring (MRM) mode, with two m/z transi-
tions for each analyte. The MRM transition which gave the most intense
signal was chosen for quantification (Table 1).

Data acquisition and data post-processing were performed using
LabSolutions™ LCMS Software, version 5.97 SP1 (Shimadzu Corpora-
tion, Marne-la-Vallée, France).

2.5. Method validation

The method was validated according to the guidelines on bio-
analytical method validation issued from the Food and Drug Adminis-
ation (FDA) in 2018 [33] and the European Medicines Agency (EMA)
in 2011 [34] for the following parameters : carry-over, linearity, lower
limit of detection (LOD), lower limit of quantification (LLOQ), intra-day
and inter-day accuracy and precision, matrix effect, dilution integrity
and stability. Blood and urine samples initially taken for routine testing
were used after written informed consent from volunteers for method
validation. Whole blood was collected in tubes containing spray-coated
lithium heparin (BD Vacutainer® PST™, Becton Dickinson and Com-
pany, Le Pont de Claix, France), and plasma was separated by centri-
fugation at 2000 g at + 4 °C for 8 min and stored at — 80 °C until
analysis. Urine samples were collected in BD V-Monovette® Urine
(sarstedt Company, Niimbrecht, Germany), centrifuged at 2000 g at + 4
°C for 8 min and stored at — 80 °C until analysis.

2.5.1. Carry-over

To investigate the carry-over, a triplicate of blank sample was
analyzed immediately after the highest CS (Upper Limit Of Quantifica-
tion, ULOQ) at three different days.

2.5.2. Linearity

Six calibration curves were prepared with 7 CS and assayed over a
six-day period. Quantification was achieved by plotting the peak area
ratios of each analyte to the IS versus concentrations. For NaMN, NAM-
D, was used as the reference IS, Calibration curves were plotted using a
linear regression analysis with a 1/x weighing factor. Linearity was
assumed when the measured concentration of each CS was within 15 %
of the nominal value, except for the LLOQ for which a 20 % deviation
was considered acceptable.

2.5.3. Lower limit of detection (LOD)

LOD was determined by evaluating serial dilutions of the LLOQ. LOD
was defined as the lowest concentration that can be reliably detected
with a signal-to-noise (S/N) ratio of at least 3.
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Fig. 2. Chromatograms of the 11 analytes of interest observed in a plasma specimen.

2.5.4. Lower limit of quantification (LLOQ)

Sensitivity was assessed by measuring the LLOQ, which was defined
as the lowest analyte concentration which can be quantified reliably
with a signal-to noise (S/N) ratio of at least > 5. The bias and CV (%)
should be < 20 %. For this purpose, 6 replicates of 0.1 % formic acid
solutions spiked at the LLOQ were analyzed at three different days.

2.5.5. Selectivity

According to FDA and EMA guidelines, the selectivity was assessed
by calculating theratios of the two products ions for each compound, the
quantifier ion (Ref 1) and qualifier ion (Ref 2), and then by comparing
these ratios obtained in real samples (plasma, urine) to those of refer-
ence standards. CV should be < 20%.

2.5.6. Accuracy and precision
The accuracy and precision were determined for the three QC levels.
Six replicates of each QC were processed the same day for intra-day
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assay. For inter-day assays, 6 replicates of each QC level were pro-
cessed at three different days. Accuracy (bias) was expressed as the ratio
of the difference between the theoretical concentration and the
measured concentration to the theoretical concentration, while preci-
sion was measured as a coefficient of variation (CV %). A bias and CV
within £ 15 % were required.

2.5.7. Matrix effect

Since Trp and the KP metabolites are endogenous compounds
physiologically present in plasma and urine, the matrix effect (ME) and
the extraction recovery (ER) were assessed using isotope labelled ana-
logs (IS) which have similar physicochemical properties. For each IS, ME
and ER were evaluated at two concentration levels low (L) and high (H).
For each concentration level, 6 replicates were prepared in each matrix
(plasma and urine) and 6 replicates in 0.1 % formic acid (blank).

Matrix effect was calculated as the ratio of the peak area of the in-
ternal standard spiked to the surrogate matrix (plasma or urine) before
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Fig. 3. Chromatograms of the 11 analytes of interest observed in a 2-fold diluted urine specimen.

protein-precipitation (PP) (A) to the corresponding peak area obtained
with IS spiked in 0.1 % formic acid (B). The CV (%) computed from the 6
lots of each matrix and for each analyte should not be >15%, according
to the EMA [34] guideline.

The extraction recovery was determined by dividing the peak area of
the internal standard spiked to the surrogate matrix (plasma or urine)
before PP (A) by the peak area of the internal

standard added after PP (C).

Matrix effect (%) =4 x 100

Extraction recovery (%)= % x 100

2.5.8. Dilution integrity

Effect of dilution of samples was evaluated for each analyte by
analyzing spiked matrices (plasma and urine) with an analyte concen-
tration above the ULOQ and diluting the samples with 0.1 % formic acid.
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Four dilutions were processed: 14", %™ 1/t and 1/% for each analyte
with 6 determinations per dilution factor. Accuracy and precision (CV)

for dilution integrity have to be within 15 %.

2.5.9. Stability

Postpreparative stability of the 11 studied compounds was evaluated
by re-analyzing the three CQ levels, 6 plasma samples and 6 urine
samples stored at + 4 °C in the autosampler for two days (Supporting
Information, Table S6). Stability of the samples in the freezer was
evaluated by re-analyzing 3 urine and 3 plasma samples kept at + 4 °C
for five days, at — 20 °C and — 80 °C for 5 days, 3 weeks and 2 months
and up to five freeze-thaw cycles. Three plasma and three urine samples
were used for these stability tests (Supporting Information, Tables S7
and S8). When the new measured concentrations were similar to the
ones obtained initially (bias < 15 %), the analytes were considered
stable.
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Fig. 4. Extracted-ion chromatograms of Pic and NA showing the separation of the two isomers in 0.1 acid formic in water spiked with 406 nM Pic and 812 nM NA
(A), unspiked human plasma (B) and unspiked human urine (C). NA: Nicotinic acid; Pic: Picolinic acid. The ion transitions used for quantification and identification
are indicated on the top of the Figure. IR: ion ratio of Ref 2 vs Ref 1 (%). Pic: Ref 1 m/z = 124.1 > 78.1; Ref 2 m/z = 124.1 > 51.1; NA : Ref 1 m/z = 124.1 > 80.1;

Ref 2 m/z = 124.1 > 78.1.
2.6. Application of the assay to clinical samples

To demonstrate the applicability of the validated method, a study
was carried out on a cohort of patients who underwent cardiac surgery
to test the performance of metabolites detection in urine in the predic-
tion of AKI occurring in the week after CPB. From February 2017 to April
2017, 41 patients undergoing scheduled cardiac surgery with CPB were
enrolled. For patients’ characteristics, see Table 2. To ensure reliable
results for the 11 metabolites evaluated in this analysis, the urine sam-
ples were frozen and thawed a maximum of twice.

Detailed information on the cohort is available in our previously
published study [35]. AKI was diagnosed one week after CPB according
to the KDIGO Clinical Practice Guideline for AKI criteria in measuring
serum creatinine concentrations and urine output after the surgery.
Urine samples (n = 123) were collected at baseline, 2 h and 24 h after
the CPB in Corning 50 mL conical tubes and pretreated as described
above within 4 h of collection. The urine samples used in this study have
been part of a previously published analysis pertaining to develop AKI
biomarkers [35,36]. Urinary concentrations of creatinine were deter-
mined by enzymatic method using AU 5800 analyzer (Beckman Coulter
France S.A.S, Villepinte, France) in the accredited clinical chemistry
laboratory of the Georges Pompidou European Hospital (Paris, France).
Because a 24-hour urine collection was not possible, metabolites con-
centrations were expressed as a ratio to creatinine concentration in each
sample to allow accurate quantification [37]. In order to detect a po-
tential early biomarker of AKI, metabolite-to-parent ratios (MPR) were
calculated and compared among the two subject groups (AKI vs noAKI).

2.7. Statistical analyses

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.3.0
(GraphPad Software, Inc.). To examine differences in Trp and its related
KP metabolites between the two patients’ groups (AKI versus noAKI) at
baseline, 2 h and 24 h after CBP, the Mann-Whitney U test was used, and
the data are presented as median with the interquartile range. When the
p value was<0.05, statistical significance was considered.
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3. Results
3.1. Method validation

3.1.1. Carry-over, selectivity, linearity and limits of detection and
quantification

Chromatograms of the 11 compounds observed in plasma and urine
samples are presented in Figs. 2 and 3, respectively.

At the retention time where the 11 compounds were expected to
elute, the mean peak areas of blank samples measured after the highest
CS (ULOQ) ranged from 1.8 to 16.9 % compared to the mean peak area
of LLOQ samples. For IS, mean peak area of blank samples were all < 2 %
of IS mean peak area (see Table S1). Therefore, contamination of blank
samples from the highest CS (ULOQ) was not significant, indicating that
no carry-over issue occurred during sample analysis. Critically, this
method allowed chromatographic separation with satisfactory resolu-
tion of the two isomers Pic and NA in plasma and urine (Fig. 4).

As shown in Supplementary Table S2, the peak area ratios of the two
product ion transitions in different plasma and urine samples of the AKI
cohort were within 20% of the reference standards, which shows good
selectivity of the developed method. For NAM and NaMN, as there was
only one ion product, ion ratios were not determined. However, no
interfering peaks were observed at NAM or NaMN retention times in
both plasma or urine samples.

The method exhibited a good linearity for all analytes. The deviation
from the theoretical value (bias) for each of the seven calibration stan-
dards (CS_01-07) of each metabolite was within 15% (+20% for LLOQ)
(see table $3). The correlation coefficients (R%) were higher than 0.995
for all the metabolites tested. Linear ranges and correlation coefficients
are reported in Table 3.

According to analytes, LODs and LLOQs ranges were 1-60 nM, and
8-240 nM, respectively. Intra-day and inter-day bias and CV for the
LLOQ were 0-16.7 %, and 2.6-14.9 % and all S/N ratios were well over
5 (Table 4 and Table S4).
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Table 3
Linearity settings and LOD of each metabolite.
Compounds  Linearity R+ LOD  Plasma Ref.
(nM) SD (nM) concentrations
found in the
literature (nM) (M
+ SD)
NaMN 8-1500 0.995 1 10+ 9(n=29) [28]
+
0.004
Pic 40-4000 0.996 2.5 92 + 29 (n=10) [22]
+
0.002
NA 40-4000 0.996 25 200 + 100 (n = 29) [28]
+
0.002
QA 240-120000 0.997 60 405 + 62 (n = 10) [22]
+
0.002
NAM 20-4000 0.998 2.5 98 + 10 (n = 10) [22]
+
0.002
3-HK 9-4500 0.997 2.25 44 +£ 9 (n=10) [22]
+ 22 + 11 (n = 100) [29]
0.001
Kyn 24-48000 0.998 12 3000 + 300 (n=10) [22]
+
0.002
1161 £320 (n=100)  [29]
942 + 226 (n = 18) [301
3-HANA 16-3300 0.998 8 24 + 7 (n=100) [29]
+
0.001
Trp 50-100000 0.998 6 43700 + 4300 (n = [22]
+ 10)
0.002
54155 + 8084 (n = [29]
100)
[30]
45038 + 8084 (n =
18)
XA 10-5000 0.998 25 150 + 29 (n = 100) [29]
+
0.001
78 + 18 (n = 18) [30]
KA 26-52000 0.998 16 56 +£15(n=10) (221
+
0.001
106 + 38 (n = 100) [29]

35+13(n=18) [30]

NaMMN, nicotinic acid mononucleotide ; Pic,picolinic acid; NA, nicotinic acid;
QA, quinolinic acid; NAM, nicotinamide; 3-HK, 3-Hydroxy-kynurenine; Kyn,
kynurenine; 3-HANA, 3-Hydroxy-anthranilic acid; Trp, tryptophan; XA, xan-
thurenic acid; KA, kynurenic acid

3.1.2. Accuracy and precision

Intra-day accuracy (bias) and precision (CV) investigated for the
three QCranged from 0.3 to 11.6 %, and from 1.8 to 10 %, respectively.
Likewise, inter-day bias and CV ranges were 0.5-11.9 %, and 1.6-14.6
%, respectively (see Table 4).

3.1.3. Matrix effect

In plasma, ME ranged between 32.3 % and 119.9% and the extrac-
tion recovery was between 86.5 % and 108.2 %. In urine, ME and ER
were found to be in the range 30.3 % to 106.0 % and 83.7 % to 113.6 %,
respectively. All ME and ER were reproducible with CVs under 15 % in
both matrices. Table 5 summarizes the results for each compound.

3.1.4. Dilution integrity

In plasma, the bias of the nominal concentration was between 0.8 %
and 15.1 % for the four tested dilutions (15", 14t ™ and 1/%) and the
precision ranged from 1.7 % to 9.1 %. Regarding urine, the bias ranged
from 0.5 to 14.8 %, and the precision was between 1.0 % and 13.1 %.
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The results are shown in Table S5.

3.1.5. Stability

All analytes were stable in the microplate retested two days
following preparation and storage at 4 °C in the autosampler with bias <
15 % (see Table S6).

All compounds tested were stable in plasma and urine at 4 °C for 5
days, as well as in the freezer at — 20 °C and — 80 °C for 5 days, 20 days,
and 2 months, respectively with nominal concentration ratio compared
to the baseline (T0, room temperature) ranging between 85 and 115 %
(Fig. 5).

In addition, most analytes were stable (bias < 15 %) over the five
freeze/thaw (FT) cycles. However, after the 5th FT cycle, Pic plasma
concentration decreased by 20.6 %, and after the 3rd FT cycle, XA
plasma concentration decreased by 16.6 %, and 3-HANA was no longer
stable in both plasma (46 % decrease) and urine (44 % decrease).
Although the concentrations of 3-HANA in the plasma were close to the
LLOQ (see Table S7), the results of its stability in the plasma are
remarkably comparable to those obtained in the urine. Because the
baseline concentrations of NaMN and NA in plasma samples were <
LLOQ, their stability in this biological matrix was not evaluated.

3.1.6. Application of the method to a cohort of cardiac surgery patients

Urinary concentrations of Trp and KP key metabolites weighted to
creatinine concentration (WM mM ~! Cr) and parent-to-metabolite ratios
are summarized in Fig. 6 and Table S9.

Twenty-four hours after CPB, Trp concentrations were significantly
lower in AKI patients (i.e. individuals who will have an AKI episode in
the week following GPB) (1.65 = 1.79 yM mM ™! Cr) compared to noAKI
patients (4.05 + 2.33 yM mM! Cr) (p < 0.01). Furthermore, KA levels
were significantly higher in AKI (1.25 + 0.59 yM mM™! Cr) versus
noAKI (0.74 + 0.39 yM mM™~! cr) patients (p < 0.01). Kyn concentra-
tions were lower in AKI patients (0.38 &+ 0.42 yM mM™! Cr) than in
noAKI patients (0.62 + 0.36 pM mM™! Cr) but the difference was not
statistically significant (p = 0.0909). Similarly, the urine Kyn/Trp ratio
failed to achieve statistical significance (p = 0.3441) (Table S9). The
median ratios uKA/Trp, uKA/Kyn, uXA/3-HK and uQA/Trp between
AKI and noAKI patients also increased significantly 24 h after CBP with
p-values < 0.0001, 0.0008, 0.006, and 0.003 respectively, indicating an
activation of the KP upon ischemic stress.

Pic urine median concentration was significantly lower 2 h after CBP
in AKI patients (0.07 & 0.11 pM mM ! Cr) versus noAKI (1.14 + 0.12
uM mM! Cr) patients (p < 0.05), but 24 h after CBP, Pic levels in AKI
patients (0.15 + 0.05 uM mM ! Cr) were significantly higher compared
to noAKI patients (0.09 + 0.04 yM mM~! Cr) (p < 0.01). The Pic/3-
HANA ratio in AKI (1.21 + 1.36) versus noAKI (0.76 + 1.02) patients
increased 24 h after CBP (p < 0.05). In addition, the urine Pic/Trp ratio
in AKI patients was significantly higher compared to noAKI patients
(0.04 £ 0.03 versus 0.02 £ 0.02, p = 0.005).

4. Discussion

We successfully developed and validated a LC-MS/MS assay dedi-
cated to the simultaneous quantification of Trp and 10 metabolites of KP
in plasma and urine. This method is already implemented in the labo-
ratory, and therefore ready to use in a routine setting. In a clinical
perspective, our study opens important opportunities for the improve-
ment of the care of individuals with a renal disease. The quantification of
KP metabolites will allow stratifying the risk of evolution of the kidney
disease. Furthermore, targeting KP is a promising therapeutic opportu-
nity that could slow the progression of kidney diseases.

Trp and its metabolites are endogenous and physiological metabo-
lites present in both urine and plasma matrices. In accordance with
EMA, the matrix effect was evaluated using IS analogs, as they have
similar physicochemical properties [38]. The matrix effect and extrac-
tion recovery were determined for both plasma and urine matrices. 50 %
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Table 4
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Lower limit of quantification (LLOQ), intra-day and inter-day accuracy and precision of the method.

Intra-day (n = 6) Inter-day (n = 18)

Compound Level concentration Theoretical concentration (nM) BIAS (%) CV (%) BIAS (%) GV (90
NaMN LLOQ 8 13.8 53 16.7 57
QC (L) 9 —2.4 4.4 4.0 14.6
QC (M) 90 —11.6 55 —8.0 13.2
QC (H) 900 -7.0 5.4 —3.2 11.8
Pic LLOQ 40 8.7 14.2 —6.9 4.5
QC (L) 60 -7.9 9.1 —2.1 12.7
QC (M) 240 10.2 5.4 11.1 1.6
QC (H) 2400 2.4 9.0 6.1 8.5
NA LLOQ 40 -0.9 8.4 0 2.6
QC (L) 60 —05 25 1.6 6.2
QC (M) 240 —0.3 3.6 6.0 145
QC (H) 2400 -1.3 5.6 53 14.4
QA LLOQ 240 2.6 6.2 6.8 10.2
QC (L) 360 6.0 53 9.0 6.2
QC (M) 7200 6.1 1.8 8.9 7:2
QC (H) 72,000 2.5 9.9 7.0 10.6
NAM LLOQ 20 0.3 9 2.8 6.5
QC (L) 24 —4.6 6.9 -1.3 7.3
QC (M) 240 -31 2.8 3.5 14.3
QG (H) 2400 —3i1 4.3 0.7 11.8
3-HK LLOQ 9 —7.6 9 —-4.3 7.9
QC (L) 13.5 -39 8.4 —-0.7 6.9
QG (M) 270 =51 5.7 1.8 14.6
QC (H) 2700 0.5 8.3 4.6 9.3
Kyn LLOQ 24 0.9 13.4 21 3.6
QC (L) 48 —-29 10.0 3.0 12.9
QC (M) 1920 —6.9 2.8 -1.9 13.7
QG (H) 38,400 —8.0 4.6 -5.0 9.9
3-HANA LLOQ 16 -3.5 13.7 2.1 14.4
QC (L) 19.8 35 6.6 6.5 6.3
QG (M) 198 -1.4 5.9 2.3 12.8
QC (H) 1980 5.9 7.3 7.8 55
Trp LLOQ 50 —0.6 8.1 5.2 12.2
QC (L) 100 -5.6 6.1 —25 11.5
QC (M) 4000 -3.9 5.1 —25 3.2
QC (H) 80,000 —10.1 3.9 -5.7 11.0
XA LLOQ 10 ~5; 11.3 -1.5 10
QC (L) 15 10.9 3.3 11.9 2.0
QC (M) 300 8.3 1.9 10.9 5.9
QC (H) 3000 1.3 9.1 6.8 12.4
KA LLOQ 26 -0.1 9.0 3.40 12.8
QC (L) 52 5.9 7.5 9.1 8.4
QC (M) 2080 5.4 3.3 3.3 55
QG (H) 41,600 3.7 8.5 0.1 10.2

NaM, nicotinic acid mononucleotide; Pic,picolinic acid; A, nicotinic acid; QA, quinolinic acid; NAM, nicotinamide; 3-HK, 3-Hydroxy-kynurenine; Kyn, kynurenine;
3-HANA, 3-Hydroxy-anthranilic acid; Trp, tryptophan; XA, xanthurenic acid; KA, kynurenic acid.

of the compounds including Trp, Kyn, KA, XA and 3-HANA had a ME
ranging between 82 and 120 % in plasma and between 69 and 106 % in
urine (Table 5). These results are consistent with those previously
described in serum (111-121%), plasma (86-117%) and urine (84 to
113 %) using a triple quadrupole [38,39]. Recently, a LC-HRMS method
provided similar ME results for mouse serum (58 to 115 %) and urine
(99 to 104 %) [27]. For the 5 remaining compounds, signal extinction
was observed in both plasma and urine matrices, with a ME ranging
from 30 to 80 %. Similar results have been reported for HK, PA, and QA
in serum and urine (5 to 65 %).

The signal extinction is a critical issue in quantitative ESI-MS [40].
This phenomenon is usually caused by the presence of non-volatile
compounds such as salts and lipids in biological matrices, which pre-
vents the ionization of the target analyte and the formation of the spray.
To overcome this issue, sample purification processes by liquid-liquid
extraction for example are required. However, these elaborate proced-
ures are time-consuming and can cause poor recovery [40]. For all these
reasons and to develop a convenient method for high throughput anal-
ysis, we performed a simple and rapid sample preparation process based
solely on protein precipitation. In addition, the ME problems were often
overcome by using isotope labeled internal standards, except for NaMN
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for which an IS analog was unavailable. However, in the case where the
matrix effect is strong, its correction by the internal standards stable
isotope label may be insufficient. For this reason, evaluation by other
methods such as parallelism and/or recovery test using spiked sample is
recommended [33]. In our study, the extraction recovery ranging be-
tween 84 % and 114 % was found good for all the analytes in both
plasma and urine spiked samples (see Table 5). Another way to assess
the matrix effect is to test the dilution accuracy, also so called ‘paral-
lelism’, by diluting different lots of plasma and urine samples with water
[33]. As Table S5 indicates, all the analytes showed a good dilution
accuracy (bias < 15%) of six spiked lots of plasma or urine, when diluted
two-, four-, eighth- and sixteen-times with water, which also supports
the idea that there are no significant matrix effects for this assay.
Furthermore, the dilution integrity test revealed that the majority of
metabolites after higher dilutions had more accurate quantification
(Table S5). In the present study, to minimize matrix effects plasma or
urine samples could be diluted before sample preparation.

As Trp and its metabolites are endogenous, calibration standards and
quality controls cannot be prepared directly from plasma or urine. The
choice of a calibrator is challenging in the development and validation
of a quantitative method for measuring an endogenous molecule. [41] In
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Table 5
Matrix effect (ME) and extraction recovery (ER) for each molecule at low and high concentration in plasma and urine.
Plasma Urine
Matrix effect Extraction recovery Matrix effect Extraction recovery
Intemal standards (IS) Level Concentration (nM) Mean (%) GV (%) Mean(%) GV (%) Mean (%) GV (%) Mean (%) CV (%)
Picolinic acid-D, L 39 43.2 14.0 108.2 12.5 53.7 9.8 107.0 10.7
H 390 32.3 8.2 86.5 8.8 33.8 10.9 93.4 8.2
Nicotinic acid-Dg L 396 40.8 10.9 99.3 12.8 30.3 14.0 100.5 9.1
H 792 46.6 53 91.2 8.7 35.2 10.2 99.0 9.5
Quinolinic acid-D; L 2939 43.8 4.3 88.5 7.3 343 10.6 102.8 6.4
H 5878 45.3 3.4 87.4 2.7 38.2 8.4 99.3 6.9
Nicotinamide-D, L 198 47.7 58 98.6 11.1 34.5 13.9 95.2 11.4
H 396 57,7 52 91,5 7,9 42.0 11.3 98.0 8.5
3-Hydroxy- kynurenine- *C}°N L 110 66.1 10.1 97.6 8.9 80.1 14.2 103.6 3.1
H 220 57.4 10.3 88.2 9.9 71.2 15.0 96.9 8.7
Kynurenine-D, L 4710 82.5 3.1 98.3 5.6 91.2 11.5 105.3 12.2
H 9420 87.2 6.7 92.8 6.6 85.7 9.8 83.7 8.8
3-Hydroxy-anthranilic acid-Ds L 160 119.9 8.2 107.5 11.9 106.0 13.8 113,0 7,5
H 320 82.8 13.7 87.7 12.0 81.4 17 94.4 10.8
Tryptophan-Ds L 23,894 98.5 5.2 103.9 6.1 92.9 7.4 102.0 6.8
H 47,788 96.8 4.6 102.0 6.1 96.7 8.4 98.4 12.0
Xanthurenic acid-D, L 24 87,5 12,2 104,1 12,4 93,3 13,8 111,4 12,8
H 120 81,9 6,8 113,0 46 69,1 11,6 113,0 13,4
Kynurenic acid-Ds L 515 89.4 57 101.9 8.4 94.3 4.3 113.6 6.4
H 2575 87.5 4.5 95.8 4.5 79.4 6.1 95.2 4.3

- Tp -4+ KYN -+ KA -+ QA -o- PIC —»- XA -8 3-HANA -= 3-HK % NAM —+ NA -¢- NaMN

Fig. 5. Stability profile of tryptophan and ten KP key metabolites in different storage conditions and up to five freeze-thaw cycles in plasma (A and C) and urine (B
and D). M: month; FT: freeze-thaw.
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Fig. 6. Distribution of urinary metabolites levels measured in urine of AKI patients. (A-P) Distribution of urinary metabolites levels measured in urine at baseline
(CPB), 2 hours and 24 hours after CPB, in no AKI (blue) and AKI (red) patients according to the occurrence of AKI during the week after CPB (n = 41 patients, 11 of
whom subsequently developed AKI and 30 without AKI). Data displayed as median + interquartile range and compared by Mann-Whitney U test. *P < .05; **P < .01;

#**%P < ,001; ****P < ,0001, CPB = during cardiopulmonary bypass.

order to test the effects of surrogate calibrators on the quantification of
endogenous substances (Kyn and Trp) with mass spectrometry, cali-
brators in HyO, PBS, 1 % BSA or charcoal-stripped human plasma have
been prepared, and ran under the same conditions.[42] According to
Huang et al., the different calibrators had no significant effect on the
measured values of Kyn and Trp. The strategy of using water as a blank
matrix is largely applied for KP metabolites quantification in plasma,
cerebrospinal fluid (CSF) and urine [21-23,27,43]. We choose this
approach with the same calibration standards and quality controls for
both matrices, plasma and urine.
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The concentration of the analytes determined in plasma and urine
can sometimes exceed the linearity limit of our developed method,
especially for urinary QA. In this situation, sample should be diluted.
Therefore, we investigated whether the dilution had a major impact.
Dilution integrity for the 11 compounds in plasma and urine was
observed after 1%, yh 1/th ang 1/ dilution. At each of the four di-
lutions, the accuracy and precision for the analytes were acceptable.
During this experiment, we noticed that the bias was generally less
important with higher dilutions. This could be explained by the fact that
the matrix effect is attenuated when the sample is diluted, allowing to
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reach better accuracy.

Trepcietal [22] showed that Trp, Kyn, KA, Pic, NAM, and 3-HK were
stable in plasma when left at room temperature for up to 24 h, whereas
XA and 3-HANA in plasma should not be kept at room temperature more
than 2-3 h. In our study, the analytes were stable in the refrigerator (+4
°C) for 5 days and in the freezer (- 20 °C and - 80 °C) for up to two
months (CV < 15 %), which is in line with previous results.[38] In both
plasma and urine, freeze-thaw cycles had no effect over 5 cycles for
NaMN, QA, NAM, 3-HK, Kyn, Trp and KA (NaMN and Na stability were
not evaluated in plasma). Pic and NA were less stable after 4 freeze-thaw
cycles. However, for 3-HANA and XA, our results suggest that plasma
and urine should not be thawed more than twice. Previous studies
derived same conclusion for plasma XA after four freeze-thaw cycles
albeit 3-HANA (n = 6) was still stable after four freeze-thaw cycles and
we suggest that further evaluation of its stability might be needed [22].
All analytes kept 2 days at + 4 °C in the autosampler after preparation
showed a good postpreparative stability in both plasma and urine (CV <
15 %). In practice, this allows for the preparation of large batches.

Trp and 10 KP metabolites were successfully detected in all plasma
samples used for stability study (Tables S6 and S7). In addition, with
regards to the intervals concentrations given in the literature found in
healthy adults [22,28-30] (Table 3), our approach is sensitive enough to
quantify the metabolites of interest in plasma. NA and 3-HANA, how-
ever, were detected but seldom quantified in plasma. Additionally,
NaMN was rarely detected (LOD = 1 nM) in the tested plasma samples.
Based on plasma NaMN levels published in healthy adults (10 + 9 nM)
[28], the LLOQ of NaMN (8 nM) in our method seems not enough to
allow measurement of low NaMN plasma concentrations in healthy
subjects. In urine, all metabolites (except NaMN), were quantified in the
samples used for the stability study (Tables S6 and S8) and in the HEGP
CPB cohort (Fig. 6). To our knowledge, NaMN has never been examined
in urine, and no data on its concentrations in urine are available. Using
the current method, we aimed to measure NaMN to calculate NaMN/QA
ratio, which might reflect the activity of the QPRT enzyme. NaMN was
particularly challenging to quantify: matrix effect and stability was not
evaluated, and the sensitivity of the method was not enough to quantify
NaMN in plasma and urine. With further improvements, this method
could however be used to determine NaMN in the future. The LC-MS/MS
method allowed to quantify successively Trp and its related KP metab-
olites in urine samples from 41 patients at baseline, 2 h and 24 h after
CBP. Our results revealed that the urine QA/Trp ratio, which can reflect
the relative enzyme activity of QPRT, measured 24 h after CPB, was
significantly higher in patients who will develop an AKI in the week
following CPB compared to that in noAKI patients. This result is in
accordance with our previous findings using another LC-MS/MS
approach [35], which highlight the robustness of the current devel-
oped method. In addition, elevation of urine QA/Trp ratio in AKI pa-
tients agreed with the study described by Mehr et al. [2] who proposed
that elevated urinary QA/Trp ratio is an indicator of reduced QPRT.
Remarkably, the urinary Pic/3-HANA and Pic/Trp ratios were signifi-
cantly higher at 24 h after CBP in AKI patients compared to noAKI pa-
tients. This result could reflect an elevated activity of ACMSD enzyme
and could be used as a further indirect biomarker in AKIL A decrease of
Pic/Trp ratio has been recently described in lupus nephritis (LN) and
proposed as a urinary biomarker for LN diagnostic classification [44].
However, to our knowledge, there is no data on Pic levels in AKI pa-
tients, which opens existing research avenues. Other interesting KP
metabolites results were identified in this study. 24 h after CBP, the XA/
3-HK, KA/Kyn and KA/Trp ratios were increased in AKI patients
compared to noAKI patients. Similar results were previously published
[2,16,35]. For example, among critically ill patients with AKI, urinary
Trp and Kyn concentrations and Kyn/Trp ratio were significantly lower
in the group with late-/non recovery kidney function, together with high
KA urinary levels [16]. Moreover, KA is associated with a higher AKI
severity, longer AKI duration, the need for renal replacement therapy
and 30-day mortality [16].
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Besides the field of nephrology, monitoring the Trp-based metabolic
pathway, especially the production of Kyn and its derivatives, isan issue
of great interest in the field of immuno-oncology. Indeed, based on its
effects on both tumor cell intrinsic malignant properties as well as anti-
tumor immune responses, Trp catabolism has emerged as an important
metabolic regulator of cancer progression. Reflecting the activity of
IDO1/2 and TDO1, the production of Trp derived metabolites in body
fluids could help stratifying patients for IDO1 inhibitors treatment with
immune checkpoint inhibitors [45]. Inline with this, the development of
the panel assay in the plasma will also be carried out. Our preliminary
results are very encouraging and illustrate the technical feasibility of
monitoring this panel of metabolites in blood.

5. Conclusion

We developed and validated a reliable LC-MS/MS method for
simultaneous determination of Trp and 10 metabolites of the KP in
plasma and urine. This method has been successfully applied for prog-
nostic purposes in patients after cardiac surgery, and to measure parent-
to-metabolite ratios. Pic/Trp ratio appears to be a potential biomarker of
AKIL Our LC-MS/MS method could be applied to both plasma and uri-
nary profiling of KP activity in kidney diseases but also in medical
conditions associated with KP deregulation.
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Table S1. Carry-over of the method with regard to the 11 compounds and their IS.

Compo LLOQarea Interference Intern IS area Interference

unds  (meanz Blank LLOQ Ratio al (mean+ SD) Blank IS  Ratio
SD) area* “Blank LLOQ /  stand n=3 area* “Blank IS /
n=3 (mean + LLOQ" (%) ards (mean + 1S (%)

SD) (1s) SD)
n=9 n=9

NaMN 18884 + 577 + 264 3.3 NAM- 5365651 + 2993 + 0.06
6979 d3 971914 3429

Pic 258698 + 4971 + 2.0 PIC- 8851828 + 7720 0.12
130726 3103 d4 4871430 9104

NA 213700 + 3633 + 1.8 NA-d3 3748734 + 464 + 258 0.01
43309 1644 1999433

QA 429198 + 17422 + 53 QA-d3 4524085 + 30142 + 0.62
172711 11015 1548192 36308

NAM 384326 + 22038 + 5.8 NAM- 5365651 + 2993 + 0.06
18270 13425 d3 971914 3429

3-HK 105461 + 2757 + 3.8 3-HK- 3634752 + 3152 + 0.10
52770 1761 13C21 1365830 7883

5N

Kyn 21707 £ 1603 + 6.9 Kyn- 3404054 + 4626 + 0.12
8462 1080 d4 1215615 4190

3-HANA 157584 + 4719 + 3.3 3- 4779835 + 1680 + 0.04
22685 1847 HANA 1398771 632

-d3

Trp 32429 + 5537 + 16.9 Trp-d5 1367556 + 1253 + 0.08
17988 2998 484595 1046

XA 78258 + 4089 + 5.2 XA-d4 3235407 10664 + 0.33
16068 3435 +1485304 8664

KA 19617 + 2473 + 11,7 KA-d5 2342046 + 2096 + 0.09
5432 1644 563030 2236

* Areas of blank samples measured after the highest CS (ULOQ)
NaMN, nicotinic acid mononucleotide; Pic,picolinic acid; NA, nicotinic acid; QA, quinolinic acid; NAM,
nicotinamide; 3-HK, 3-Hydroxy-kynurenine; Kyn, kynurenine; 3-HANA, 3-Hydroxy-anthranilic acid; Trp,

tryptophan; XA, xanthurenic acid; KA, kyhurenic acid
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Table S2. Selectivity test for the studied compounds by monitoring dual transitions ions.

Tip Kyn KA QA Pic NA XA 3HK 3-HANA
Sample 5113';1;:. Ir:?i o ::o/\:) ;ﬁ)c . :':: o ::o/\:) g_:;;])c = Irt;?i o :i /:,) ﬁ]r;:)c. :':: o ::QZ) g‘ln"r;;:. :::; o ::,Z) g::;:' :";: o :i/\:) g&:‘)t' :':1:1ia ::°/\!) ﬁ]n’:)c. :':'t-li o ?,Z) 5;:)0' Ir:?i o ::o/\.{)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

?328?5—4' soo0 292 |/ fas00 (23|, 200 [23%F |/ U Bl DA P KA A T ot U 250 |97 |/ g5 | 238 |4 s |24 |4

P1 45165 [2059 [1.1 |s361 | 3058 [20 |51 5335 |62 |880 [4434 [12 |76 358 [189 |<LlLoQ [ ND ND |21 400 |14 |53 405 |90 |18 223 |29
P2 45193 [2908 [0.1 |2037 |3060 [20 |42 5997 |20 |879 |[33.38 [72 |44 308 |85 |<LloqQ[ND ND |18 37.1 |66 |56 354 [05 |14 244 |37
P3 o785 | 303.5 |29 |2184 [2066 |02 |34 5805 |03 |86 [427 |15 |100 [268 |14 |<LLOQ|ND ND |12 847 [112 |49 344 [25 |13 238 [ 1.8
P4 33083 |281.9 |23 | 1856 |[3408 |96 |63 548 |44 |426 598|221 |<LL0Q | ND ND | <LLOQ | ND ND |11 382 [46 |40 297 [128 | <L0Q|ND [ ND
Ps 33217 |283.7 |19 |2122 [3523 | 120 |73 518 |83 |774 61.0 |[285 |85 343 [ 160 |<LLoQ [ ND ND [<Loa|nD |ND |78 326 [63 |<LLOQ|ND [ND
P6 42367 [287.8 08 |4533 3332 81 | 157 720 |148 |1383 [480 |67 |73 215 [169 |<LlLoQ [ ND ND |27 339 [128 |41 301 [11.8 |17 187 | 152
ut 18508 | 2037 |06 |1228 [281.1 [1.5 |s448  |s65 |22 [42002 |404 |54 [e76 |258 |40 [1219 |85 |72 |set |s42 123 |se3 |853 [07 |1167 286 |14
U2 21443 |289.6 |04 1464 [2887 |21 [e276 |57.6 |08 |[s3986 |402 |67 [1182 287 [100 |1477 |822 |61 |1085 |839 [13.0 |s80 | 800 [122 1583 |281 [o04
us 11647 | 2024 (02 |903 [s019 1.1 [2498 |s68 |18 |[7016 |432 |08 [488 |283 |24 [s0 667 |87 |st7 365 [75 |219 353 [06 [405 |238 [18
U4 4511|2829 |21 |38 3319 |78 |2485 [s98 |18 |19118 [423 |23 |460 [201 |44 [416 [s64 |96 [1141 |847 | 113 [217 |31 |10 |949 |287 |17
us 2241|2902 |02 |149 [2027 |11 [1081 |33 |59 |[7e67 |42t |24 [188 260 |85 [1s8 |er2 [102 |s7a 874 |61 |67 439 | 148 | 507 [237 |17
us 47344 [2028 |04 |e858 | 8022 1.2 |7924 [545 |47 |s2540 [s08 |64 1051 [251 |60 [1622 |748 |11 |718  |454 |76 [1a71 |31.6 |84 |1374 |224 |24
ur 9008 |290.9 |01 |347 |[2839 |33 [4s81 |54 |35 |[10871 426 |17 |se4 |264 [34 |69 771 |16 |ess  |841 [126 |96 303 [115 | 188|228 |08
us 3900 |2835 |19 |170 [2020 |13 [1s91 |s86 |04 [s009 485 |02 [1738 |314 [es [108 828 |67 |ses |s64 73 |48 342 [28 |20 |28 |23
us 12021 | 2920 (02 |90 |2769 [50 [s018 |s78 |06 |[8708 |422 |24 |[s82 |281 |20 [167 |e50 [105 [834 |869 [70 |403 845 [23 [ss0 |226 |19
u10 14609 | 2904 02 |3484 [2083 02 [3185 |s62 |26 (21201 |s9s |68 [422 |252 |59 [708 |e85 |68 [s25 421 [23 |253  |348 [16 |s510 228 |12

Trp : Ref 1 myz=205.0>118.2 ; Ref 2 m/z= 205.0>188.2

Kyn : Ref 1 m/z= 209.2>146.0; Ret 2 my/z= 209.2>192.1

KA : Ref 1 m/z= 190.1>116.0 ; Ref 2 m/z= 190.1>172.2

QA : Ref 1 m/z= 167.9>78.0 ; Ref 2 m/z= 167.9>124.0

Pic:Ref 1 m/z= 124.1>78.1 ; Ref 2 myz= 124.1>51.1

NA:Ref 1 m/z= 124.1>80.1 ; Ref 2 m/z= 124.1>78.1

XA:Ref 1 m/z= 206.0>160.0 ; Ref 2 m/z= 206.0>188.0

3-HK: Ref 1 m/z=225.0>208.1; Ref 2 m/z= 225.0>162.1

3-HANA: Ref 1 m/z= 154.0>136.1; Ref 2 m/z= 154.0>108.1

Std CS-4: The fourth point calibration standard; P: plasma samples used for stability tests; U: urine samples from differents HEGP CPB cohort subjects;
Conc.: concentration; lon ratio (%) : ratio of peak area of the qualifier ion (Ref 2) to quantifier ion (Ref 1); CV: ion ratio deviation from reference value of the
standard (%); ND: not determined; }: ion ratio of Std CS-4 were expressed on Mean + SD
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Table S3. Mean bias obtained of the seven calibration standards for the 11 studied

compounds.
Compound Calibration standard (CS) CS-1 CS2 CS-3 CS4 CS5H CS-6 CS-7
S points
NaMN theorical concentration (nM) 80 150 300 750 1500 7500 1500.0
Calibration N°1 (nM) 89 146 290 638 1354 7042 15369
Calibration N°2 (nM) 82 155 273 700 1388 7493 15041
Calibration N°3 (nM) 87 133 284 640 1255 7261 16015
Calibration N°4 (nM) 85 150 272 680 1294 7737 16466
Calibration N°5 (nM) 89 128 256 722 1273 7639 15256
Calibration N°6 (nM) 76 132 256 666 1337 7256 16068
Bias (%) 56 64 -94 -101  -12.2 -1.3 4.7
Pic theorical concentration (nM) 40.0 80.0 200.0 400.0 800.0 2000 4000.0
Calibration N°1 (nM) 441 866 1762 3462 7659 20067 41220
Calibration N°2 (nM) 389 714 2275 3641 7475 22309 40979
Calibration N°3 (nM) 440 937 1982 3545 7048 21971 40383
Calibration N°4 (nM) 47.8 759 199.0 351.7 8048 20914 35447
Calibration N°5 (nM) 445 845 1926 3528 8008 22139 39464
Calibration N°6 (nM) 478 737 1821 3742 7503 22241 3962.3
Bias (%) 11.3 12 -20 -10.7  -4.7 8.0 -1.2
NA theorical concentration (nM) 40.0 80.0 2000 4000 800.0 2000 4000.0
Calibration N°1 (nM) 426 814 1835 3615 7922 21175 40417
Calibration N°2 (nM) 39.0 891 2067 3456 7695 21140 37815
Calibration N°3 (nM) 413 941 1877 4025 7503 22454 39250
Calibration N°4 (nM) 454 918 1981 3548 7125 19945 42383
Calibration N°5 (nM) 422 706 1923 3519 7845 20511 41479
Calibration N°6 (nM) 40.2 898 1863 3809 7351 20726 41306
Bias (%) 4.4 7.6 -3.8 -8.4 -5.3 50 1.1
QA theorical concentration (nM) 240. 600. 1200. 6000. 12000. 60000. 120000.
(0] 0 0 (0] 0 0 0
Calibration N°1 (nM) 261. 673. 1247. 5886. 10635. 63193. 117674.
6 0 3 3 0 0] 1
Calibration N°2 (nM) 243. 657. 1233. 6107. 11289. 61737. 119338.
9 3 9 3 9 1 9
Calibration N°3 (nM) 255. 607. 1205. 6651. 11638. 65504. 114069.
1 (0] 8 5 5 7 1
Calibration N°4 (nM) 231. 670. 1083. 5339. 10501. 59850. 125507.
6 2 0 6 6 8 9
Calibration N°5 (nM) 234. 637. 1282. 6594. 10404. 62972. 115249.
5 7 2 6 6 5 5
Calibration N°6 (nM) 235. 628. 1198. 5633. 10398. 61240. 121431.
74 1 0 2 4 9 9
Bias (%) 16 76 07 0.6 -9.9 4.0 -0.9
NAM theorical concentration (nM) 20.0 400 800 2000 400.0 2000.0 4000.0
Calibration N°1 (nM) 212 433 941 2059 3703 20640 36274
Calibration N°2 (nM) 214 428 868 2253 4119 20710 37998
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Calibration N°3 (nM) 20.7 353 868 200.7 3808 20358 41274
Calibration N°4 (nM) 22.1 421 885 2273 3887 2127.1 3907.8
Calibration N°5 (nM) 18.8 397 753 2171 4124 20595 4048.1
Calibration N°6 (nM) 222 450 932 2282 388.6 2150.9 39075
Bias (%) 54 34 93 8.7 -2.0 4.2 -2.4
3-HK theorical concentration (nM) 90 250 500 2250 4500 2250.0 4500.0
Calibration N°1 (nM) 88 233 443 2250 3958 22843 45238
Calibration N°2 (hM) 9.5 205 446 2520 4441 25185 44599
Calibration N°3 (nM) 88 228 430 1915 3815 21499 46535
Calibration N°4 (nM) 8.5 23.8 432 2332 3829 2209.8 4540.1
Calibration N°5 (nM) 93 235 425 2033 3822 21592 47151
Calibration N°6 (nM) 9.1 23.8 430 2278 3845 23500 44302
Bias (%) 01 -83 -132 -13 -12.2 1.3 1.2
Kyn theorical concentration (nM) 24.0 240. 480.0 2400. 4800.0 24000. 48000.0
0 0 0
Calibration N°1 (nM) 259 255. 4786 2492. 53234 25643. 46207.7
1 2 3
Calibration N°2 (nM) 26.0 258. 481.1 2422. 4260.8 24286. 42860.0
2 2 3
Calibration N°3 (nM) 20.8 261. 4636 2618. 4872.2 24207. 47929.9
4 3 5
Calibration N°4 (nM) 21.6 244, 5154 2577. 49087 20817. 447845
3 1 9
Calibration N°5 (hM) 285 270. 5289 2729. 50051 23171. 474915
6 9 8
Calibration N°6 (nM) 27.3 262. 5423 2613. 4558.2 23913. 44528.2
3 8 5
Bias (%) 43 78 45 43 04 -1.4 -4.9
3-HANA theorical concentration (nM) 16.0 330 66.0 1650 3300 1650.0 3300.0
Calibration N°1 (nM) 166 321 648 1465 2960 16850 32829
Calibration N°2 (hM) 179 299 641 1559 2920 1662.6 33444
Calibration N°3 (nM) 147 346 591 165.7 321.8 16656 33135
Calibration N°4 (nM) 16.2 291 67.4 1536 2836 1624.3 3332.1
Calibration N°5 (nM) 175 301 644 1722 2850 1807.0 32463
Calibration N°6 (nM) 176 332 585 1511 2863 16126 33742
Bias (%) 47 -46 -44 -4.5 -10.9 1.6 0.5
Trp theorical concentration (nM) 50.0 500. 1000. 5000. 10000. 50000. 100000.
0 0 0 0 0 0
Calibration N°1 (nM) 49.1 556. 9034 4966. 10217. 49566. 90646.8
1 0 8 4
Calibration N°2 (nM) 50.0 548. 1018. 5106. 9576.3 51029. 96049.9
1 6 9 6
Calibration N°3 (nM) 46.8 554. 854.1 5399. 90934 47332, 102301.
¢} 9 0 1
Calibration N°4 (nM) 42.8 558. 843.0 5179. 10014. 50204. 95999.4
9 0 5 i
Calibration N°5 (nM) 38.4 518. 9308 5473. 97339 48634. 95950.9
8 1 4
Calibration N°6 (nM) 405 561. 1010. 5624. 10250. 49917. 92657.2

131



1 3 8 0] 0]

Bias (%) -108 99 -73 58 =19 -1.1 -4.4

theorical concentration (nM) 10.0 250 50.0 2500 5000 2500.0 5000.0

Calibration N°1 (nM) 10.7 267 54.3 2444 4440 25457 4766.8

Calibration N°2 (nM) 10.2 267 509 2556 4436 25978 47465

Calibration N°3 (nM) 10.2 256 495 2753 4825 2636.7 46830

Calibration N°4 (nM) 10.7 249 441 2252 4315 24102 51014

Calibration N°5 (hM) 91 263 515 2646 4749 23632 4891.0

Calibration N°6 (nM) 10.7 254 47.0 2237 4144 24238 49774

Bias (%) 26 38 -09 -0.7 -10.3 -0.2 -2.8

theorical concentration (nM) 26.0 260. 520.0 2600. 5200.0 26000. 52000.0
(0] (0] (0]

Calibration N°1 (nM) 28.8 285. 5009 2692. 5809.9 27367. 51834.0
4 7 1

Calibration N°2 (nM) 269 297. 5749 2957. 5606.6 25246. 45474.9
8 3 8

Calibration N°3 (nM) 231 287. 4625 2694. 5262.3 25750. 53942.3
0] 1 6

Calibration N°4 (nM) 27.9 291. 5559 3021. 5197.3 26263. 52069.6
0 0 3

Calibration N°5 (nM) 284 284, 5956 2759. 4811.0 26530. 47620.0
0] 3 9

Calibration N°6 (nM) 254 275. 5458 2892, 55182 27385. 51421.1
4 4 6

Bias (%) 29 103 37 9.1 32 16 -3.1
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Table S4. SIN of the method for the 11 metabolites of interest.

Compounds LLOQ area (S) Blank Area (N) S/IN
(mean %= SD) (mean £ SD) (mean £ SD)
n=6 n=6

NaMN 16917 + 9239 256 + 216 49 + 30

Pic 268396 + 89214 5993 + 4873 75+ 59

NA 203034 + 40877 7018 + 4583 35+17

QA 347901 + 79667 6431 + 4942 90 £ 60

NAM 403656 + 31556 878 + 300 497 + 151

3-HK 92700 + 11815 5156 + 3457 22+8

Kyn 22176 + 8771 1256 + 504 19+9

3-HANA 133714 + 44954 1596 + 2890 25+4

Trp 28573 + 8092 1796 + 766 17+7

XA 87184 + 14408 2654 + 1545 45 + 27

KA 23978 + 10639 2317 + 1073 13+9

NaMN. nicotinic acid mononucleotide; Pic.picolinic acid; NA. nicotinic acid; QA. quinolinic acid; NAM.
nicotinamide; 3-HK. 3-Hydroxy-kynurenine; Kyn. kynurenine; 3-HANA. 3-Hydroxy-anthranilic acid; Trp.
tryptophan; XA. xanthurenic acid; KA. kynurenic acid

Table S5. Dilution Integrity for the compounds in plasma and urine.

Intra-day (N=6)

Plasma Urine
Compounds Dilution  Concentration BIAS CcVv Concentration BIAS CV
factor (nM) (%) (%) (nM) (%) (%)
Nicotinic acid 1 1492 / / 1498 / /
mononucleotide 1429 + 95 4.1 66 1647 +63 -101 38
4 1277 £ 45 14.5 34 1593+ 72 6.4 4.5
8 1653 + 30 -10.8 1.7 1516 + 45 -1.3 2.9
16 1644 + 103 -10.1 6.3 1551 + 116 -37 1.5
Picolinic acid 1 4411 / / 5564 / /
2 4354 + 301 -6.6 6.9 4191 + 97 10.4 2.3
4 4151 + 106 -1.7 2.6 4403 + 41 5.8 1.0
8 4386 = 130 T3 31 4386 + 106 6.2 25
16 4541 + 195 -11.2 4.2 44761211 4.2 4.7
Nicotinic acid 1 4411 / / 5564 / /
2 4598 + 398 -12.9 8.7 4240 + 260 9.4 6.1
4 4378 + 195 -75 45 4199 + 227 10.2 5.4
8 4516 + 146 -10.8 33 5036 + 658 77 13.1
16 4443 + 292 -9.0 6.6 5085 + 219 -8.6 4.4
Quinolinicacid 1 119842 / / 124078 / /
2 105601 + 11.9 7.6 108694 = 2710 12.4 25
8030
4 107091 + 10.6 3.2 117406 = 2583 54 2.2
3459
8 112159 + 6.4 3.2 1319751 + 2138 -5.1 1.6
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Nicotinamide

3-Hydroxy-
kynurenine

Kynhurenine

3-Hydroxy-
anthranilic acid

Tryptophan

Xanthurenic

acid

Kynurenic acid

3578
116533
7210
4446

4946 + 360
4610 + 180
4905 + 278
2524 + 227
4482

3862 + 263
3840 + 143
4206 + 152
5014 + 307
50468

43005 + 1719
42856 + 1479
46232 + 3645
46943 * 2320
3265

3174 + 242
3239 + 144
3389 = 150
3637 = 215
140322

122117 +
4426
132645 *
4142
146389 *
5386
154179 +
9519
4884

4596 + 327
4543 + 156
4640 = 117
4762 = 361
52900

46778 + 1411
48681 + 1961
50489 + 3875
51853 + 3325

2.8

/
-11.4
-3.8
-10.3
-4.3
i
13.8
14.3
6.2
-3.9
/
14.8
15.1
8.4
7.0

/

2.8
0.8
-3.8
-11.3
/
13.0

55

/
116
8.0
4.6
2.0

6.2

7.3
3.9
57
9.1
/

6.8
3.7
3.6
6.2

4.0
35
9
4.9

7.6
4.5
4.5
59

3.6

3.1

3.7

6.2

7l
3.4
26
7.6

3.0
4.0
Tt
6.4

131975 + 7585

6428

6313 = 164
6928 * 262
6846 * 205
3657 £ 94
4482

3987 + 89
4714 + 169
4746 + 156
4731 + 403
48835
41742 + 821
42837 + 865
46472 + 557
48619 + 1791
3657
3435+ 52
3918 = 111
4127 + 183
4107 £ 470
115625
98561 + 489

102345 + 2624

114968 + 1968

125417 + 4764

4962

5215 + 63
5444 + 68
5625 + 127
5629 + 517
59291

59486 + 1242
59914 + 1337
62140 = 1052
63171 + 2432

11.1
5.2
-5.9
20

145
12.3
4.8
05

/

6.0
=72
129
-12.3
/
14.8

115

0.6

/

-51
9.7
-13.3
-13.5
/

-0.3
-1.0
-7.8
-6.5

57

2.6
3.8
3.0
2.6

2.3
3.6
3.3
8.6

2.0
20
12
3.0
/
16
2.8
4.4
11.4
/
0.5

2.6

1.7

3.8

/

1.2
13
23
9.1
/

21
2.2
17
3.8
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Table S6. Postpreparative stability of the 11 studied compounds in water, plasma and urine stored 2 days at +4°C.

Compounds Baseline {nM) Concentrations compared to the baseline {%)
MEANSD
Stored in the auto-sampler at +4°C for 48 h
CQ PLASMA URINE CQ PLASMA URINE
L M H P1 P2 P3 P4 P5 P6 Ul u2 u3 U4 us ué
NaMN 8 28 214 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ 90.2+5.3 ND ND
Pic 60 252 2249 NQ 85 55 NQ 73 NQ 391 735 2061 540 436 NQ 97.9+8.8 99.1+5.4 97.0+6.7
NA 62 265 1935 NQ NQ NQ NQ NQ NQ 288 486 612 123 110 NQ 928 +4.2 ND 95.5 +£10.3
QA 372 8040 64048 426 774 290 683 1383 769 13125 53032 40586 8189 15180 2256 101.1+5.4 95.7+4.6 91.9+3.8
NAM 26 300 1980 239 377 197 217 560 272 406 327 687 328 195 59 101.0+9.7 1054 +10.1 107.2+46
3-HK 15 253 2394 40 73 14 31 41 51 438 596 606 87 211 271 107.1+11.0 103.2+13.6 1086+8.0
Kyn 50 2219 40747 1856 2122 1198 2585 4533 2861 1008 1320 2253 558 749 1460 101.6 + 10.4 104.6 3.2 102.7 £5.0
3-HANA 16 225 1774 NQ NQ NQ 18 17 19 679 920 890 265 707 282 90.5+8.1 103.4 £9.2 103.3+3.9
Trp 88 4365 87718 33089 33217 43896 46085 42367 36563 17946 5586 34582 12946 11032 3086 89.0+9.2 87.7+4.9 87.0+5.7
XA 16 332 2689 11 NQ NQ 12 27 NQ 877 843 1860 479 858 19 91.9+6.8 1024 + 6.2 99.3+5.4
KA 46 2155 44980 63 73 NQ 44 157 69 4748 7703 10261 2883 4451 335 109.6+ 2.4 96.9 + 10.2 107.0+5.4

ND: not determined; NQ: not quantified (< LLOQ)
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Table S7. Stability of the 11 studied compounds in plasma stored at +4°C, -20°C and -80°C and after 5 freeze-thaw cycles.

Compounds Baseline

Concentrations compared to the baseline (%) MEAN+SD (n=3)

(nM) (n=3)
RT +4°C -20°C -80°C -80°C
TO Day 5 Day 5 Day 20 Month 2 Day 5 Day 20 Month 2 FT Cycle 1 FT-Cycle2 FT-Cycle3 FT-Cycle4 FT-Cycle5
NaMN < LLOQ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Pic P1=76 909 +09 948+45 87.0+93 929+104 938+43 895+80 863+54 93.0+14 994+132 83.1+33 856+10.0 794+19
P2=44
P3=100
NA <LLOQ ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
QA P1=527 98.9+226 92.440+ 954+49 91.7x00 093.9+99 941+29 90.8+8.3 98.4+176 1109+ 96.4+55 93.0+6.5 1052 +63
P2=526 11.8
P3=201
NAM P1=177  100.1%50 100.1 + 96.7+7.7 873+27 1049 103.8 92.7 103.0 + 1036 + 90.8+05 966+19.8 97.7+24.0
P2=384 10.5 10.8 119
P3=82
3-HK P1=53 922+175 922+54 850+24 907+49 983+20 97.1+28 927+94 86.0+3.1 863+48 865+04 897+59 1011176
P2=56
P3=49
Kyn P1=3361 994+74 866+24 898+96 1056+34 87.1+3.1 1027+31 955+10.7 1019+23 972+98 96.0+135 90.7+7.1 1046 +165
P2=2937
P3=2184
3-HANA P1=16 996 +149 100.7 + 102.2+49 943+23 859+99 89477 100.7+04 854+85 874+137 541+166 414+150 NI
P2=14 13.0
P3=13
Trp P1=46165 91.1+1.2 96.1+24 96.6+6.2 1052+21 944+09 957+1.8 103.9+33 1075+60 1126+33 1073+72 920+109 1121+53
P2=45193
P3=37855
XA P1=21 905+58 847123 90.2+114 1029+79 876+53 86872 101.8+7.2 893+103 921+102 834+88 84.7+2.0 86.0 +4.1
P2=18
P3=12
KA P1=51 106.7 £16.0 993 +86 89.8+44 984+131 100.0+95 965+8.1 93.9+8.2 90.6 +0.1 89.4+8.2 98.8+254 875+4.0 963 +58
P2=42
P3=34

ND: not determined; RT: room temperature; FT: freeze-thaw; NI: not investigated (extensive loss at FT-Cycle 4);
NaMN. nicotinic acid mononuclectide; Pic. picolinic acid; NA. nicotinic acid; QA. quinolinic acid; NAM. nicotinamide; 3-HK. 3-Hydroxy-kynurenine; Kyn.

kynurenine; 3-HANA. 3-Hydroxy-anthranilic acid; Trp. tryptophan; XA. xanthurenic acid; KA. kynurenic acid
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Table $8. Stability of the 11 studied compounds in urine stored at +4°C, -20°C and -80°C and after 5 freeze-thaw cycles.

Compounds

Baseline
(M) (n=3)

Concentrations compared to the baseline (%) MEAN+SD (n=3)

RT

+4°C

-20°C

-80°C

-80°C

TO

Day 5

Day 5

Day 20

Month 2

Day 5

Day 20

Month 2

FT Cycle 1

FT- Cycle 2

FT- Cycle 3

FT- Cycle 4

FT- Cycle 5

NaMN

Pic

NA

QA

NAM

3-HK

Kyn

3-HANA

Trp

XA

KA

U1=17.20
U2=10.84
U3<LLOQ
U1=577
U2=415
U3=221
u1=277
U2=184
U3 <LLOQ
U1=10812
U2=7069
U3=3631
U1=423
U2=164
U3=116
U1=1763
U2=606
u3=219
U1=2465
U2=1448
U3=342
U1=2353
U2=1080
U3=328
U1=19567
U2=7424
U3=6422
Ul=414
U2=528
U3=332
U1=1473
U2=3512
U3=1165

85.0+12.4

100.1 +14.1

101 £11.9

102.1 4.3

98.5+29

91.2+6.5

101.3+£75

96.9 + 4.

103.2 +4.8

107.3+7.9

98.1+3.8

109.3+11.7

959+45

108.0+£0.9

104.7 + 4.4

98777

93.0+23

101.4

99.2+11

107.2+49

111.3+33

102 £3.7

111.1+19

104.2+95

96.6+7.5

103.3+1.0

105.8+6.3

87.1+£32

96.7 £10.1

943+23

107.4+49

938+23

946 +40

91.5+10.3

929+ 10.4

1056 +17.0

103.4 £13.9

1075+7.2

1005 +5.0

109.7 £3.7

90.5+12.6

105.7 £ 9.1

93.4+ 3.4

108.1 +4.3

112.9+£15.6

944 +50

103.4+11.4

100.8 £ 3.1

102.7+12.5

952 +1.7

100.7 £5.7

101.8+5.0

104.7£6.8

110.4+ 3.6

100.3+55

106.3 £7.1

1105+8.0

92.4+£0.7

101.3+£26

106.8 +12.1

857+7.1

96.3+7.3

886115

1022 £8.7

91.2+0.1

96.5+5.8

935+ 1.1

88.5+74

1085+29

98.8+ 35

108 3+6.5

96.8£3.3

1125+29

87.7+12.0

101.8£11.3

102.9 +13.7

1074 +29

928 +9.7

942 +11

101.0+11.9

AT T

102.7 £12.5

86.0 +3.1

91.7£11.3

948 +3.2

974 +54

100.3+£7.8

916+11.8

111.0+7.3

109.4 +9.7

103.3 £19.1

101.6 +6.2

99.5+11.9

85.0+4.0

96.9+14.5

88.7+14.9

104.3 £4.2

99.6 +15.0

943+ 1.4

96.1+£7.7

854 +73

93.1+136

103.3+58

107.3+0.8

906+19

96.1+10.0

56.0 £324

108.0+13.6

91677

111.7+ 84

92.1+£0.3

876 +6.7

103.1 +155

95.2+0.5

111.9 +17.3

879+10.0

91.8+10.2

456 £18.9

99.9£8.2

88.1 £11.3

88.0+3.5

88.0+20.9

89.0+85

1249+56

98.5+11.0

106.6 +9.0

1005 +9.8

109.8 £8.4

NI

1046 +7.9

86.7+0.2

101.7 + 8.1

RT: room temperature; FT: freeze-thaw; NI: not investigated (extensive loss at FT-Cycle 4)
NaMN. nicotinic acid mononucleotide; Pic. picolinic acid; NA. nicotinic acid; QA. quinolinic acid; NAM. nicotinamide; 3-HK. 3-Hydroxy-kynurenine; Kyn. kynurenine; 3-
HANA. 3-Hydroxy-anthranilic acid; Trp. tryptophan; XA. xanthurenic acid; KA. kynurenic acid
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Table 8§9. Statistical analysis of metabolite ratio in KP measured by LC-MS/MS, related to Discussion and Figure 6.

HEGP CPB cohort | CPB 2 hours after CPB 24 hours after CPB
Metabolite Median- | Median- | Corrected | Log 2(FC) | Median- | Median- | Corrected | Log 2(FC) [ Median- | Median- | Corrected | Log 2(FC)

noAKI | AKI P-VALUE noAKI | AKI P-VALUE noAKI AKI P-VALUE

(n=30) [(n=11) (n=30) |(n=11) (n=30) (n=11)
[UQA/KynN] @ 9.290 |8974 ]0.9660 -0.04993 |10.100 |16.210 |0.5501 0.68253 |5.336 9.490 0.0193 0.83065
[UQA/KA]2 3.936 |3.145 0.7990 -0.32367 |3.485 12.947 10.6116 -0.24191 |4.989 3.241 0.0149 -0.62231
[UQA/3-HK] @ 33.990 |27.950 ]0.8223 -0.28226 | 47.460 |54.450 0.9287 0.19822 24770 |46.110 |0.0149 0.89649
[UQA/XA] 16.890 |14.300 (0.8467 -0.24015 |14.160 |14.300 (0.9762 0.01419 [51.490 |33.090 |0.1645 -0.63790
[UQA/3-HANA] 16.570 |15.850 [0.9565 -0.06409 |19.320 |15.130 ]0.8113 -0.35268 |32.950 |117.500 |0.0325 1.83431
[UQA/PIc] 22.400 |22.660 |1.0116 0.01665 |28.700 |27.480 |0.7202 -0.06267 |46.030 |65.430 |0.0909 0.50738
[UQA/NA] 38.260 |43.070 |1.1257 0.17085 |48.130 |48.380 10.9422 0.00747 |33.930 |32.540 |0.9422 -0.06035
[UQA/NAM] 35.010 |28.210 |0.8058 -0.31156 |27.440 |27.670 |0.3593 0.01204 |70.530 |98.010 |0.2492 0.47469
[uPic/Kyn] 0.509 |0.386 |0.7586 -0.39868 |0.442 ]0.371 >0.9999 -0.25328 |0.129 0.168 0.2874 0.38669
[uPic/KA] @ 0.181 0.128 |0.7056 -0.50303 | 0.121 0.116 |0.7388 -0.06473 |0.130 0.062 0.0011 -1.05963
[uPic/3-HK] 1.514 [1.392 |[0.9194 -012121 2232 |1.246 |0.424 -0.84103 |0.595 0.816 0.0699 0.45537
[uPic/XA] @ 0.791 0614 |0.7764 -0.36515 |0.498 |0.584 |0.6954 0.22069 |0.961 0.633 0.0103 -0.60203
[uPic/NA] 1.765 12283 [1.3009 037946 |2.069 |2.369 09422 0.19534 |0.716 0.751 0.6954 0.06928
[UPic/NAM] 1.618 [1.358 [0.8393 -0.26273 10.853 |1.180 ]0.2615 0.46800 |1.733 1.373 0.3593 -0.33594
[UNAM/Trp] 0.029 |0.036 |1.2510 0.32303 |0.046 ]0.043 ]0.5913 -0.08190 |0.012 0.036 0.0426 1.56783
[UNAM/Kyn] 0.375 |0.291 0.7776 -0.36285 |0.504 ]0.316 ]0.7608 -0.67372 |0.067 0.14 0.2038 0.75932
[UNAM/KA] 2 0123 |01 0.8991 -0.15344 | 0.151 0.100 |0.034 -0.59938 |0.076 0.040 0.0043 -0.93936
[UNAM/3-HK] 0515 |0.411 0.7987 -0.32424 10.819 10.543 0.0968 -0.59238 |0.425 0.902 0.0367 1.08417
[UNAM/XA] @ 0.530 |0.5M 0.9647 -0.05184 |0.602 |0.457 |0.1934 -0.39727 |0.695 0.395 0.0247 -0.81626
[UNAM/3-HANA] [0.515 [0.4M1 0.7987 -0.32424 10.819 10.543 ]0.0968 -0.59238 |0.425 0.902 0.0367 1.08417
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[UNAM/NA] 1168 [1.506 [1.2894 0.36668 |0.019 |1.967 ]0.5135 6.70912 |0.026 0.321 0.6954 3.62464
[UNA/TTP] 0.026 |0.027 |1.0208 0.02066 |0.019 ]0.026 ]0.5135 0.44259 |0.034 0.069 0.1096 1.02540
[UNA/KynN] 0240 |0199 ]0.8307 -0.26761 |0.182 |0.148 |0.6954 -0.30206 |0.144 0.269 0.2492 0.89685
[UNA/KA] 0.110 0.078 |0.7077 -0.49876 |0.058 |0.066 0.9422 0.18467 |0.159 0.073 0.0494 -1.13036
[UNA/3-HK] 0.849 0594 ]0.6994 -0.51579 |0.910 0.587 |0.653 -0.63249 |0.472 1.239 0.0799 1.39385
[UNA/XA] 0472 0383 ]0.8112 -0.30189 | 0.241 0.329 |0.9422 0.44670 |1.399 0.941 0.1834 -0.57244
[UNA/3-HANA] 0.407 |0.438 |1.0779 0.10828 |0.327 |0.251 0.5135 -0.38032 |0.785 1.682 0.0459 1.09996
[UHANA/TTP] 0.057 |0.079 |1.3685 0.45264 |0.056 |0.091 0.1834 0.69951 |0.036 0.030 0.6741 -0.24016
[u3-HANA/Kyn] 0593 |0.728 |1.2263 0.29434 |0.797 |0.561 0.8279 -0.50588 |0.149 0.095 0.2145 -0.64931
[U3-HANA/KA]2 10.238 |0.345 [1.4484 053442 |0.165 0.234 ]0.4949 0.50281 |0.159 0.032 0.0007 -2.29544
[U3-HANA/3-HK] [2.536 [1.721 0.6786 -0.55931 |3.464 |1.999¢ 10.8506 -0.79316 |0.766 0.535 0.3441 -0.51605
[u3-HANA/XA]2 [0.802 ([1.188 [1.4820 0.56758 |0.558 |1.112 |0.5714 0.09482 |1.589 0.503 0.0008 -1.65863
[UXA/Trp] 2 0.057 |0.070 |1.2256 0.29344 |(0.086 |0.094 |0.424 0.13363 |0.024 0.073 0.0014 1.58715
[uUXA/Kyn]?@ 0.664 |0.790 ]1.1892 0.25002 |0.813 |1.134 ]0.5325 0.48063 |0.129 0.189 0.0228 0.55509
[UXA/KA] 0238 |0.221 0.9278 -0.10813 (0.237 |0.214 |0.5714 -0.14417 |0.105 0.101 0.5325 -0.05461
[U3-HK/Trp] 0.025 |0.041 1.6708 0.74058 |0.018 |0.026 ]0.1556 0.51465 |0.043 0.046 0.5518 0.10737
[U3-HK/Kyn] 0.296 |0.400 ]1.3499 043282 |0.220 ]0.287 ]0.0215 0.38108 |0.231 0.206 0.6542 -0.16415
[U3-HK/KA] 2 0.100 |0.131 1.3121 0.39190 |0.063 |0.068 ]0.7388 0.10309 |0.212 0.050 0.0011 -2.08578
[uKyn/Trp] 0.084 |0.082 09827 -0.02517 |0.095 ]0.083 ]0.9422 -0.19976 |0.180 0.228 0.3441 0.34184
[uCr] 6.850 |5.400 ]0.7883 -0.34314 |4.800 |7.300 ]0.2839 0.60486 |9.150 8.600 0.7553 -0.08944

Log2(FC): Log2 fold change; (3): p-value < 0.05 at 24h after CPB
Parent-to-metabolite ratios were expressed in UM uM-'. uCr: urinary creatinine expressed in mmol L™
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Etude 2. Suivi de I’activité de la voie des kynurénines dans un modele porcin de
glomérulonéphrite aigué extra-capillaire

Time course profiling of the kynurenine pathway activity in a pig model of crescentic
glomerulonephritis.

Nadour Z, Dang J, Resmini L, Poindessous V, Tharaux PL, Pallet N

Am J Physiol Renal Physiol. Manuscrit soumis juillet 2023 (F-00188-2023)

OBJECTIF DE L’ETUDE
La GNC est I'expression histologique d'un spectre de maladies rénales auto-immunes et

inflammatoires agressives de multiples étiologies, résultant de I'accumulation de cellules
inflammatoires et de fibrine dans le glomérule [310]. La vascularite & ANCA est la cause la
plus courante de GNC dans le monde [310]. Expérimentalement, le modéle le plus largement
utilisé pour la GNC associée aux ANCA est la néphrite sérique néphrotoxique (NTN), dans
laquelle desanticorps hétérologues anti-GBM (membrane basale glomérulaire) agissent comme
un antigene stimulant dans les glomérules. Ce modéle entraine des lésions similaires et fournit
des informations sur les mécanismes de la GNC associée aux ANCA. Au cours de la GNC, la
voie des kynurénines est activee dans le rein, et I''DO joue un réle protecteur en régulant la
réponse immunitaire et en prévenant l'inflammation excessive [246,311,312]. Etant donné que
les métabolites du TRP produits dans le rein sont libérés dans I'urine et la circulation sanguine,
la quantification des métabolites de la voie des kynurénines pourrait constituer une approche
cliniqguement intéressante pour suivre l'activité de la GNC dans le rein. L’ objectif de cette étude
est de décrire les variations de la voie des kynurénines dans le plasma et I'urine dans un modele

porcin de GNC a la recherche de biomarqueur spécifique de la maladie.

METHODES ET RESULTATS
Pour étudier l'activité de la voie des kynurénines au cours de la GNC, nous avons réalisé une

étude longitudinale sur une cohorte de 12 cochons avec GNC pendant un mois apreés I’induction
de la maladie avec deux injections successives de sérum néphrotoxique (NTS). Le porc
domestique (Sus scrofa domesticus) offre une opportunité pour comprendre la maladie
humaine, car il est proche de 'Homme sur le plan de son systéme immunitaire et de sa
physiologie rénale. Des augmentations temporaires de la créatinine et de l'urée plasmatiques,
ainsi que de la protéinurie étaient observées au 7¢™M¢ jour aprés I’induction de la GNC. L'analyse
histologique des biopsies rénales au 28¢™M¢ jour a confirmé la présence de lésions glomérulaires
et tubulaires, et d'inflammation interstitielle avec fibrose rénale. Ces résultats permettaient de
s’assurer de la validité du modéle porcin de GNC.

Nous avons quantifié par LC-MS/MS dans les échantillons plasmatiques et urinaires des

cochons étudiés, le TRP et 7 autres metabolites de la voie des kynurénines : la KYN, la 3-HK,
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le KA, le XA, le 3-HANA, le QA et le PIC. Les échantillons sanguins et urinaires étaient réalisés
avant I’induction de la GNC (jour 0), puis au 7€M jour, 14¢™M€ jour, 21€™€ jour et 28°™€ jour aprées
I’induction de la GNC. Nous avons montré que les variations plasmatiques de TRP, KYN, 3-
HK, et QA n'étaient pas statistiquement significatives, ce qui suggeére que la mesure de ces
métabolites dans le plasma n’est pas informative pour le suivi de l'activité de la GNC. Par
ailleurs, les niveaux du ratio urinaire KYN/TRP au 7¢™¢ jour étaient significativement
augmentés par rapport au niveau basal (jour 0), ce qui suggérait une activité élevée de I'lDO
aux premieres phases de la GNC. De plus, le ratio urinaire KYN/TRP était indépendant des
niveaux de la protéinurie, ce qui fait de lui un marqueur potentiel de la phase précoce de la
GNC.

Nous avons ensuite étudié I'impact de la GNC sur l'activité de 4 enzymes critiques de la voie
des kynurénines dans le rein en phase tardive de la maladie. Pour cela, I'expression
transcriptionnelle des enzymes IDO, KMO, QPRT et ACMSD eétait mesurée dans les reins
entiers de 8 cochons sacrifiés au 28™¢ jour aprés ’induction de la GNC. Nous avons constaté
une augmentation non significative des niveaux du transcrit ido en corrélation avec la
créatininémie et la sévérité de la maladie au 28°™¢ jour aprés I'induction de la maladie (estimée
par le pourcentage de fibrose rénale). Malgré 1’absence de signification statistique, cette
tendance a l'augmentation des niveaux du transcrit ido pourrait laisser supposer une possible
corrélation entre la gravité des Iésions rénales chroniques et une augmentation de I'activité de
I'IDO. Les niveaux de kmo et gprt n’étaient pas corréles a la fonction et aux lésions rénales,
tandis que I'expression de I'acsmd était diminuée de maniére significative dans les reins les plus
atteints. Comme I'ACMSD convertit 'AMCS en PIC, ces résultats suggérent une redirection de
la voie des kynurénines vers la synthese de novo du NAD en phase tardive de la GNC.

CONCLUSION
Cette étude a confirmé I'activation de la voie des kynurénines lors de la GNC sur un modéle

porcin. Elle a mis en évidence, pour la premiére fois, que le suivi plasmatique des métabolites
de la voie des kynurénines est peu utile dans le contexte de la GNC, tandis que l'analyse de
I'urine représente une source potentielle de marqueurs de l'activité de la maladie glomérulaire.
Plus précisément, une augmentation du ratio KYN/TRP dans l'urine pourrait refléter une

activité inflammatoire précoce de la maladie.
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Abstract

The kynurenine (KYN) pathway (KP) is activated during acute kidney diseases including
crescentic glomerulonephritis (CGN), an immune-mediated life-threatening syndrome
characterized by a rapid loss of renal function. The non-invasive measurement of metabolites
of the KP could have clinical diagnostic or prognostic value but has never been studied
systematically and with sensitive analytical tools in a clinically relevant model. We recently
developed and validated a sensitive and rapid liquid chromatography-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS) to measure a comprehensive panel of Tryptophan (TRP)
catabolism intermediates in blood and urine. We have developed a novel model of CGN in
order to approach the biochemical and physiological parameters of humans as closely as
possible. We show that over a period of 28 days after iliness onset, monitoring plasma KP is
not very informative as it likely reflects accumulation of uremic retention solutes, and does
not make it possible to follow the activity of the disease over time. Conversely, the urinary
metabolic profile is remarkable with an early and transient increase in urinary KYN (alone or
relative to that of TRP). Urinary KYN/TRP ratio levels are independent of proteinuria and
could reflect the activity of inflammatory lesions in the injured kidney. These findings suggest
that increased urinary KYN/TRP ratio in patients with CGN could reflect early disease
activity.

Note and noteworthy

The kynurenine pathway (KP) is activated in the kidney upon crescentic glomerulonephritis
(CGN). A comprehensive metabolic profiling of KP metabolites over time in the plasma and
urine of pigs with CGN has never been done. We show that an increased urine KYN/TRP
ratio reflect early disease inflammatory activity and a decreased urine QA/TRP ratio reflect
increased metabolic flux through the NAD* de novo synthesis pathway. Monitoring the KP
activity in plasma is of no interest.

Keywords

Crescentic glomerulonephritis, kynurenine, pig, kidney injury, tryptophan
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Introduction

Kidneys are one of the main organs involved in the formation, degradation and excretion of
tryptophan (TRP) end-products. Data from experimental models and clinical studies have
implicated the kynurenine pathway (KP) activity as a critical determinant of kidney health and
disease on its ability to respond to various stressors in numerous models of acute and
chronic kidney injuries, of, but not limited to, autoimmune and inflammatory origins [1-3].

The KP starts with tryptophan 2,3-dioxygenase (TDO) in the liver and indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) elsewhere in the body, which catalyzes the first and rate-limiting step of
TRP catabolism in mammals [4] (Figure S1). IDO1 is mainly expressed in cells of the
immune system, but also in renal epithelial cells, and its expression is induced by
inflammatory cytokines. IDO1 catalyzes the cleavage of the TRP pyrrole ring to N-formyl
kynurenine, driving the production of kynurenine (KYN). KYN is metabolized to kynurenic
acid (KA) by kynurenine aminotransferase (KAT). KYN as well as KA are activating ligands of
aryl hydrocarbon receptor (AhR), a potent immunosuppressive transcription factor promoting
an immunosuppressive state in the inflammatory microenvironment, mainly through the
stimulation of the differentiation of T cells to the immunosuppressive FoxP3-positive Tregs
[5]. Kynurenine 3-moncoxygenase (KMO) is a rate-limiting enzyme for the downstream
catabolism of KYN to 3-hydroxykynurenine (3-HK). A decline in the activity of KMO increases
the levels of KYN and KA and promotes AhR-induced immunosuppression. Kynureninase
(KYNU) converts 3-HK to 3-hydroxyanthranilic acid (3-HANA) which is metabolized to
quinolinic acid (QA) or picolinic acid (PIC) from the metabolic intermediate 2-amino-3-
carboxymuconic semialdehyde (ACMS). QA is a uremic retention solute that exerts
neurotoxic effects in inflammatory conditions. On the other hand, it is the substrate for the de
novo synthesis of the cytoprotective molecule Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD*)
through the bottleneck enzyme quinolinolate phosphoribosyl transferase (QPRT). PIC
functions are less understood, but it could have antagonistic properties towards the toxic
effects of QA. Cellular QA and PIC levels depend on the activity of amino-B-
carboxymuconate-semialdehyde-decarboxylase (ACMSD), which is highly expressed in the
kidney, and channels the production of PIC from ACMS. The non-enzymatic rearrangement
of ACMS into QA occurs when ACMSD is saturated with substrate allowing the production of
QA. ACMSD is therefore a key enzyme directing KYN metabolism towards PIC and taking it
away from de novo NAD* production.

Crescentic glomerulonephritis (CGN) is the histological expression of a spectrum of
aggressive kidney diseases of multiple etiologies that results from infiltration of inflammatory
cells into the glomerular tuft and accumulation of cells and fibrin in Bowman's space [6]. It is
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95  usually diagnosed when more than 50% of the glomeruli are affected and clinically manifests
96 as rapidly progressive glomerulonephritis [6]. Anti-glomerular basement membrane (anti-
97 GBM) glomerulonephritis (GN), also known as Goodpasture’s syndrome, is one of the
98 earliest recognized autoimmune diseases in humans and cause of CGN. The responsible
99 antigen has been identified as the a3 chain of type IV collagen of the GBM [7-9]. The most
100  widely used model for CGN is nephrotoxic serum nephritis (NTN), in which heterologous anti-
101 GBM antibodies act as a stimulating antigen in the glomeruli. This model shares clinical
102 features with human anti-GBM disease, including proteinuria, hematuria, and linear
103  deposition of 1gG along the GBM [10,11]. Anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA)-
104  associated vasculitis is the most common cause of CGN worldwide [12]. Experimentally, the
105 most widely used model for ANCA-associated CGN is NTN, which results in similar lesions,
106  but does not recapitulate ANCA-associated CGN mechanisms. Previous studies have shown
107  that the KP is activated in the kidney upon CGN and that IDO1 plays a protective role in CGN
108 by regulating immune responses and preventing excessive inflammation [13—15]. Since the
109 metabolites of TRP produced in the kidney are released in urine and in the circulation,
110 monitoring the KP is a clinically relevant approach to follow the activity of CGN in the kidney.

111 In this study, we used a novel pig model of CGN to investigate the activity of the KP over one
112 month after the beginning of the disease. The domestic pig (Sus scrofa domesticus) provides
113  a valuable opportunity to gain insights into the human disease and it is close to the man with
114  regard to renal anatomy and physiclogy, and the porcine immune system is well
115  characterized and highly resembles that of human [16-18]. To do this, we applied a recently
116  developed and validated sensitive and rapid liquid chromatography-tandem mass
117  spectrometry (LC-MS/MS) method for the simultaneous determination of TRP and 7
118  metabolites of KYN pathway [19], including KYN, 3-HK, KA, xanthurenic acid (XA), 3-HANA,
119 QA and PIC in both plasma and urine.

120  Methods

121 Animal experiments

122  Fourteen (14) female wild-type domestic pigs (Sus scrofa domesticus) and six sheep were
123  used in this study. All animal procedures were performed following the European Community
124  guidelines (L358-86/609EEC) and were approved by the Institut National de la Santé et de
125 la Recherche Médicale and the Ministry for Higher Education and Scientific Research
126  (APAFIS#25526-2020061917538762). The animals were housed individually in the Center
127  for Biomedical Research facilities from the National Veterinary School of Maison-Alfort
128  (France) (authorization G-94-046-02).

129
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130  Preparation of sheep anti-pig GBM serum (Nephrotoxic serum)

131  Sheep nephrotoxic serum (NTS) containing polyclonal anti-pig glomerular basement
132 membrane (GBM) antibodies were obtained by xeno-immunization as previously described in
133  rodents [20]. Whole kidneys were obtained from two healthy pigs. Cortical tissues were
134  dissected and digested in type | collagenase (17100-017, GIBCO). The tissue samples were
135 then filtered through several sieves. Samples with adequate purification (>80% of glomeruli)
136  were mixed, centrifugated, and resuspended in ultrapure water to induce hypotonic cell
137  swelling and lysis and to eliminate intracellular proteins from the supernatant. The remaining
138 proteins, essentially from GBM, were dissociated from the cellular debris by ultrasonication
139  (Vibra-Cell, Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, USA) on ice. Six sheep were immunized
140  with the GBM extract by four weekly intradermal injections (1 mg of proteins, in complete
141 Freund's adjuvant), followed by one intravenous infusion (1 mg of proteins, without Freund's
142 adjuvant) 4 weeks after the last intradermal injection.

143  Serum was taken from living sheep one week later before to be sacrificed after anesthesia.
144  Immunofluorescence tested each individual serum for GBM specificity in the pig's kidney
145  section. Specific sera were pooled and centrifugated. Finally, the supernatant was heat-
146 inactivated in a water bath and filtered twice with 0.45 and 0.20 pm membranes
147  consecutively. Aliquots of NTS were stored frozen (— 80°C) until the experiment.

148  Induction of crescentic glomerulonephritis

149  We used the accelerated anti-GBM CGN model as described in rodents [20]. Two to three-
150  month-old pigs (n =12) were pre-immunized with a subcutaneous injection of 500 pg of
151  purified sheep IgG (15131, Sigma) diluted in 1 mL of sterile PBS and 1 mL of complete
152  Freund's adjuvant (F5881, Sigma), 7 days before the beginning of the protocol. Each
153  individual received an intramuscular injection of NTS on two consecutive days (0.15 mL/kg of
154  body weight on day 0 and 0.3 mL/kg of body weight on day 1 to induce an accelerated CGN
155 model. The animals were sacrificed after anesthetized on day 28. The kidney tissue
156  specimens were collected and stored in a — 80 °C after liquid nitrogen quick-freezing.

157  Plasma and urine samples

158 Blood and urine samples were collected from pigs by ear vein under anesthesia and
159  Transurethral catheter placed under anesthesia at the beginning of the study. The collection
160  of blood and urine was done at day 0 and then once a week (days 7, 14, 21, and 28). Blood
161  samples were collected into spray-coated lithium heparin containing tubes (BD Vacutainer ©
162 PSTTM, Becton Dickinson and Com pany, Le Pont de Claix, France). Samples were
163  centrifuged at 2000 g at + 4 °C for 8 min and, and the plasma samples were stored at — 80
164  °C. The urine was sampled directly from the catheter with a syringe into BD V-Monovette ©
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165  Urine (Sarstedt Company, Niimbrecht, Germany), then centrifuged at 2000 g at + 4 -C for 8
166  min, and stored at — 80 C.

167  Biochemistry analyses

168  The urine and plasma measurements were performed at the Clinical Chemistry Department
169  of the Georges Pompidou European Hospital (Paris, France). Blood concentrations of
170  creatinine and urea and urinary concentrations of creatinine and, proteins were determined
171 by enzymatic methods using AU 5800 analyzer (Beckman Coulter France S.A.S, Villepinte,
172  France).

173  Targeted metabolites analysis by LC-MS/MS

174  Plasma metabolites analysis could only be performed on 8 NTS pigs, and urine metabolites
175  analysis was done on 11 NTS pigs (Table S1). The protocol has been previously described
176  [19]. 50 pL of pure plasma or urine samples diluted at 1:1 in 0.1 % formic acid in water were
177  spiked with 25 L of internal standard solution and precipitated with 250 uL of ice-cold
178  methanol. The solution was then homogenized and centrifuged for 10 min at 13,000 g at 4°C.
179 200 pL of the supernatant was then evaporated under nitrogen stream and the dry residue
180  was reconstituted with 80 pL of 0.1 % formic acid in water. 60 uL were directly transferred to
181  a 96-well plate for LC-MS/MS analysis of QA, 3-HK, XA, PIC, and 3-HANA. To analyze TRP,
182 KYN and KA, 10 uL were transferred to a 96-wells plate containing 90 yL of 0.1 % formic
183  acid in water. The 96-wells plate was homogenized, centrifuged for 3 min at 4000 g at 4°C
184  then analyzed by LC-MS/MS. 3 pL of injected volume was separated on an ACQUITY UPLC
185 HSS T3 C18 column (100 x 2.1 mm i.d., 1.8 um patticle size, Waters, Saint-Quentin-en
186  Yvelines, France) preheated at 40°C. The metabolites were separated over a gradient from 0
187 % of 0.1 % formic acid in water to 90 % of 0.1 % formic acid in MeOH at a flow rate of 0.5 mL
188 min™ for 17 minutes. Compounds were detected using an LCMS-8060 triple quadrupole
189 mass spectrometer (Shimadzu Corporation, Marne-la-Vallée, France) as described [19].
190 Data acquisition and data post-processing were performed using LabSolutions™ LCMS
191  Software, version 5.97 SP1 (Shimadzu Corporation, Marne-la-Vallée, France).

192  Pig kidney histological staining

193  Paraffin-embedded sections were stained using standard histology procedures [21,20].
194 Kidney morphology was assessed through Masson's trichrome staining and Sirius red
195  staining. The extent of fibrosis was quantified in fixed kidney sections stained with Sirius red
196 (Table $2) using the following formula: Percentage of fibrotic area (stained positively with
197  Sirius red) = (Area of Fibrotic Tissue / Total Analyzed Tissue Area) x 100.

198
199
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200  Pig Kidney mRNA extraction and RT-qPCR

201 Kidney biopsies from sacrificed pigs were conserved in 5 mL conical tubes at -80°C. Two (2)
202 mm?3 of kidney biopsy were disrupted and homogenized in 600 uL of RLT buffer (Qiagen)
203  using TissueLyser Il (Qiagen). Supernatants were stored at — 80°C until mRNA extraction.
204  Total RNA was extracted from the Supernatants using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and
205 reverse-transcribed into cDNAs using TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied
206  Biosystems) according to the manufacturer's protocols. Transcript expression levels were
207 quantified through SYBR Green RT-gPCR using a Kit QuantStudic 12K (Applied
208 Biosystems). The fold changes for each tested gene were normalized to the ribosomal
209  protein L13a housekeeping gene. The relative expression levels were calculated using the 2°
210 22T method [22]. Primer sequences are listed in Table S3.

211  Statistical analyses

212 Graphs and statistical analyses were generated using GraphPad Prism 9 Software
213  (GraphPad Software, Inc.). Data are reported as median + 95% confidence interval. Number
214  of samples assayed in each experiment is indicated in the Figure Legends. ANOVA (Mixed
215  effects model analysis) was used to perform repeated measures over time with missing
216  values and was followed by a Dunnett’s multiple comparisons test for multiple comparisons
217  against the control condition (Day 0). Pearson correlation coefficient was used to measure of
218 linear correlation between two sets of data. A p value < 0.05 was considered to represent a
219  statistically significant difference.

220  Resulis

221  Pig CGN model validation

222  Twelve (12) pigs were included in the study (Table $1). One pig did not have any plasma
223  and urine collection available for KP metabolic profiling. Three other pigs did not have any
224  plasma collection available for KP metabolic profiling. Therefore, 8 pigs were analyzed for
225  monitoring of kidney function parameters and KP monitoring, both in blood or urine. In this
226  cohort, 2 pigs died between day 25 and day 28, and blood and urine samples could not be
227  collected for KP metabolite profiling at day 28. The cause of death is unknown, but their last
228  plasma creatinine was 2089 umol/l and 3630 umol/l respectively.

229  Kidney function parameters (plasma creatinine, plasma urea and proteinuria) were measured
230 at day 0, 7, 14, 21 and 28 days after NTS injection (day 0) (Figure 1A). NTS injection
231  triggered a significant and transient raise in plasma creatinine et urea with a peak at day 7
232 and a partial resolution thereafter (Figure 1 B and C), albeit the response was
233  heterogenous. As expected, NTS injection was followed by the appearance of a high-flow
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234  proteinuria, testifying to the glomerular lesions induced by the inflammatory reaction (Figure
235 1D). This proteinuria was maximal on average at day 7 and tends to persist during follow-up,
236  although less severe. Glomerular injury was confirmed by histological analysis of Masson's
237  trichrome-stained and Sirius red’s renal biopsies from sacrificed NTS pigs on day 28. Pigs
238 immunized with sheep anti-pig GBM serum exhibited extracapillary proliferation (crescentic
239  glomerulonephritis), as well as signs of tubular and glomerular lesions and interstitial
240 inflammation (Figure 1E, Table S2). These results indicate that NTS injection in pig was
241 responsible for a CGN a variable severity, with an acute kidney injury (AKI) and high-grade
242  proteinuria.

243  Blood metabolic profiling of KP intermediates after CGN induction

244  Numerous metabolites (KA, XA, 3-HANA, and PIC) were detected in plasma, but could not
245  be quantified with our highly sensitive LC-MS/MS method (not shown, and Table $4 for limits
246  of detection and quantification). Serum TRP and KYN levels decreased at day 7 and
247  returned to normal levels after that (Figure 2A and 2B). Conversely 3-HK and QA levels
248  were increased on day 7 and returned to normal values thereafter (Figure 2C and 2D).
249  These variations were not statistically significant, maybe due to a lack of power, but are
250  consistent with similar profiles described in acute or chronic renal failure of various etiologies,
251 in line with the fact that KP intermediates are known uremic retention solutes [23]. The
252  plasma KYN/TRP ratio, an equivocal marker IDO activity, was not affected by CGN (Figure
253  2E).

254  Urine metabolic profiling of KP intermediates after CGN induction

255  In urine, all the 8 KP metabolites targeted by our method were successfully quantified and
256  were expressed as a ratio to urinary creatinine. Urine TRP, KYN, KA, 3-HK and QA levels
257 peaked at day 7 and subsequently decreased, but only urine TRP and urine KYN levels at
258 day 7 were significantly increased compared to baseline (Figure 3A to H). We thus
259  monitored the urine KYN/TRP ratio, which may reflect IDO activity in the kidney [15]. urine
260 KYN/TRP ratio was significantly increased at day 7 and returned to baseline values after
261  (Figure 4A), suggesting that IDO activity is high at the early phases of CGN. Importantly, the
262  urine KYN/TRP ratio was independent of proteinuria levels (as TRP and KYN bind to albumin
263  [24] (Figure 4H). In turn, ratio to TRP with urine metabolites downstream of KYN, XA/TRP
264  and 3-HANA/TRP, were decreased, which may be indicative of a decreased in KMO activity,
265 as described in inflammatory reactions (Figure 4 C to E). Finally, we observed that urine
266 QA/TRP and urine PIC/TRP levels were decreased in the early phase of CGN (Figure 4F
267 and G), which may reflect an increased activity of QPRT and reduced activity of ACMSD in
268  the early phase of CGN.
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KP enzymes expression in whole kidneys in the late phase of CGN

We next tested if CGN affects KP enzymes activity in the kidney. To do this, we measured
the transcriptional expression of 4 critical enzymes of this pathway: IDO, KMO, QPRT and
ACMSD in the whole kidneys of 8 pigs sacrificed at day 28. We observed that ido transcripts
levels were significantly increased with plasma creatinine and renal fibrosis, suggesting that
the severity of the chronic renal lesions is correlated with increased 1DO activity (Figure 5A
and B). kmo and qprt levels did not seem to be affected by kidney injury (Figure 5C to F).
Finally, we observed a robust decrease in ACMSD expression in the most chronically injured
kidneys (as reflected by plasma creatinine and renal fibrosis levels) (Figure 5G and H). As
ACMSD converts ACMS to PIC, this suggest that the KP may be channeled to de novo NAD*
synthesis in the late phase of CGN.

Discussion

CGN is a potentially life-threatening kidney disease that requires early diagnosis and
treatment. In this study, we performed for the first time a comprehensive metabolic profiling
of KP metabolites over time in plasma and urine of pigs with NTS-induced CGN. We show
that the urine KYN/TRP ratio is a biomarker of the early phase of CGN activity, and that
monitoring of plasma KP intermediates is poorly informative.

The domestic pig is close to human with regard to kidney anatomy and physiology, and
immune system. Most of the proteins and cells of the immune system immune cells identified
in both species are similar. Interestingly, pigs sometimes develop spontaneous systemic
necrotizing vasculitis with CGN, either secondary to viral infections and possibly mediated by
immune complexes [25]. Critically, animal non-congenic genetic backgrounds partly explain
the various responses to NTS observed in this study, which strengthens our results because
it mimics the disease severity heterogeneity of patients presenting with CGN.

Our results indicate that monitoring KP in plasma in this porcine model may not be a
promising source of biomarkers of CGN activity because half of the metabolites of the panel
could not be quantified, albeit the LC-MS/MS method is highly sensitive, and the levels of the
quantifiable ones were not significantly impacted. It is not easy to interpret the variations
observed here (relative decrease in plasma TRP and KYN) and increase in 3-HK and QA. A
decrease in plasma TRP is classically observed in many models of AKI and chronic kidney
disease (CKD), attributed primarily to IDO consumption, and often associated with an
increase in concentrations of downstream metabolites, including KYN and QA. More
specifically, high serum KYN levels with decreased TRP concentrations were found in
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303  patients with antineutrophil cytoplasmic antibody-associated vasculitis, one of the causes of
304 CGN in human [26]. However, the major difficulty in this situation is that the metabolites of
305 KP are also mostly considered as uremic retention solutes or even uremic toxins and
306 therefore the deconvolution of the impacts of increased IDO activity and a reduced renal
307 clearance is not possible, as CGN promotes both IDO activity and kidney failure in the same
308 time.

309  On the other hand, our results indicate that monitoring urine KP metabolites may provide
310  useful information on the activity of CGN. Since the turnover of KP metabolites is highly
311  determined by tubular excretion [14], they may serve as promising biomarkers of tissue KP
312  activity in diagnosis and prognosis of CGN. An important result in our study is that the
313  kinetics of the levels of most urinary metabolites affected by CGN is transient (in this model
314  with a single trigger). This means that (1) inflammatory disease activity is not self-sustaining
315  over the long term; (2) elevated urinary metabolites are markers of inflammatory activity in
316  the kidney, and therefore could alert on the need of the initiation of immunosuppressive
317  therapy, and (3) baseline values do not indicate the absence of CGN. Critically, our data
318  support the notion that urine KYN/TRP ratio reflects IDO activity, and as such could be a
319  potent non-invasive biomarker of the early phase of CGN. These findings are supported by
320 experimental evidence. For example in a mouse model of CGN induced by NTS, an
321 increased IDO activity was suspected by increased KYN/TRP ratio in kidney tissue and
322  upregulated /DO gene expression in glomeruli and tubular epithelial cells [15]. Moreover,
323 inhibiting IDO-mediated TRP catabolism using a 1-methyl tryptophan (1-MT) resulted
324  increased glomerular crescent formation, macrophage infiltration, and intrarenal cell
325  proliferation, significantly stimulating nephritis progression.

326 Metabolites in KP may contribute to the pathogenesis of CGN by modifying immune
327 responses or by directly affecting kidney cell function. KYN suppresses T effector cell
328  proliferation, and promotes the development of regulatory T cells [27]. The roles of specific
329 KP metabolites may differ and have not been fully characterized. Elevated KYN level was
330 found to promote mesangial cells proliferation, while the excess of 3-HK significantly
331  suppresses mesangial cells proliferation [28]. In contrast, QA may increases mesangial cell
332 proliferation and collagen synthesis. There is limited information on the role of PIC, which is
333 an endogenous neuroprotectant, a natural iron and zinc chelator, which exerts
334 immunomodulatory effects and can suppress the proliferation of CD4+ T cells [29].

335  Finally, our findings highlight the potent impact of CGN on the final steps of the TRP
336 catabolic pathway, which involves the production of QA and PIC, and drives de novo
337  synthesis of NAD", which is a cytoprotective pathway. In the early phase of CGN, elevated
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338 urine QA/TRP levels are compatible with an increased activity of QPRT, and potentially the
339  production of intermediates for NAD* synthesis. Previous metabolomic studies suggested an
340 elevated urine QA/TRP ratio as an indicator of reduced QPRT activity, and a predictor of
341  septic/ischemic AKI and other adverse outcomes in critically ill patients [30]. As we observed
342 that urine QA/TRP ratio levels were significantly decreased (rather that increased) in the
343  early phase of CGN, this suggests that the interpretation of variation in urine QA/TRP ratio
344  during AKI dependent on its etiology. In addition, a decreased urine PIC/TRP ratioc may
345  reflect decreased ACMSD activity [29]. As ACMSD drives ACMS away from QA production
346 and de novo NAD* synthesis, these results are in line with an increased metabolic flow
347  through the de novo NAD" biosynthetic pathway.

348 This study has some limitations. The number of pigs included in the study was relatively
349 small, which may limit the power of the study. Moreover, it was not possible to collect
350 samples and perform explorations on all studied pigs. Finally, it is important to note that
351  transcript measurements were not performed at the early phase of the disease, where
352  metabolites were significantly different from day 0, which may limit the understanding of the
353 disease progression.

354  In conclusion, we show for the first time, with a detailed analysis of KP metabolites in blood
355  and urine overtime in a CGN model in pigs, that plasma monitoring in this context is of little
356  use but that urine analyzes are a potential source of markers of activity of the glomerular
357 disease. In particular, increased of urine KYN/TRP ratic may reflect early disease
358 inflammatory activity, and a decreased urine QA/TRP ratic may reflect increased metabolic
359  flux through the de novo NAD* synthesis pathway.

360 Supplementary material

361  Supplementary Figure 1
362  Supplementary Table 1
363  Supplementary Table 2
364  Supplementary Table 3
365  Supplementary Table 4

366 Data availability statement: complementary data can be provided by Nicolas Pallet or
367  Pierre Louis Tharaux upon request

368  Study approvals

369  Animal experiments were conducted according to French veterinary guidelines and those
370  formulated by the European Commission for experimental animal use (L358-86/609EEC).
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Figures legends

Figure 1. Validation if the model of CGN in pigs

A. Graphical description of the CGN model. 12 pigs were pre-immunized with a
subcutaneous injection of purified sheep IgG, 7 days before the beginning of the protocol.
Each individual received an intramuscular injection of NTS on two consecutive days to
induce an accelerated CGN model. Blood and urine were collected at day 0, day 7, day 14,
day 21 and day 28.

B, C, D. Serial measurement of plasma urea, plasma creatinine and proteinuria overtime in
pigs after NTS injection. (n= 9 to 12 per group). Bars represent median + 95% confidence
interval. p values were computed with an ANOVA (mixed model analysis) followed by a
Dunnett’'s multiple comparison test.

E. Representative images (left, Siruis red staining, and right, Masson’sTrichrome staining)
showing kidney lesions associated with CGN in the late phase (day 28) in NTS pigs:
glomerular crescents (*), interstitial inflammation and fibrosis (**), tubular dilation and atrophy
(***) in pigs challenged with NTS after 28 days.

Figure 2. Blood metabolic profiling of KP intermediates after CGN induction

Serial measurement of plasma TRP, KYN, 3-HK, QA and KYN/TRP in pigs after NTS
injection (n= 6 to 8 per group). Bars represent median + 95% confidence interval. p values
were computed with an ANOVA (mixed model analysis) followed by a Dunnett’s multiple
comparison test.

Figure 3. Urine metabolic profiling of KP intermediates after CGN induction

Serial measurement of urine TRP, KYN, KA, 3-HK, XA, 3-HANA, PIC and QA in pigs after
NTS injection (n= 8 to 11 per group). Bars represent median + 95% confidence interval. p
values were computed with an ANOVA (mixed model analysis) followed by a Dunnett’s
multiple comparison test.

Figure 4. Time-course monitoring of KP urine metabolites ratio during CGN

A-G. Serial measurement of urine KYN/TRP, KA/TRP, 3-HK/TRP, XA/TRP, 3-HANA/TRP,
PIC/TRP and QA/TRP in pigs after NTS injection (n= 8 to 11 per group). Bars represent
median t 95% confidence interval. p values were computed with an ANOVA (mixed model
analysis) followed by a Dunnett’s multiple comparison test.

H. Correlation analysis (Pearson correlation) between urine KYN/TRP and proteinuria in 8
pigs for which urine samples were available for both metabolic profiling and urine protein
dosage.

Figure 5. Kidney expression of KP enzymes transcripts in the late phase of CGN

A-H: Correlation analysis (Pearson correlation) between ido, kmo, gprt and acmsd
transcripts measured by g-PCR in the kidney cortex of 8 pigs 28 days after NTS injection and
plasma creatinine or percentage of renal fibrosis.

I. Correlation analysis (Pearson correlation) between plasma creatinine and percentage of
renal fibrosis in pigs at day 28 after NTS injection.
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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Supplementary figures Legends

Supplementary figure 1. Tryptophane catabolism pathway.

IDO. Indoleamine 2,3-dioxygenase; FKF. N-formyl kynurenine formamidase; KAT. Kynurenine
aminotransferase; KMO. Kynurenine 3- monooxygenase; KYNU. Kynureninase; HAO. 3-
hydroxyanthranilate-3,4-dioxygenase; ACMSD. 2-amino-3-carboxymuconate-6- semialdehyde
decarboxylase; AMSDH. 2-aminomuconate semialdehyde dehydrogenase; QPRT. Quinolinic
acid phosphoribosyl transferase; NaMNAT. Nicotinic acid mononucleotide adenylyl
transferase; NAS. NAD synthase.

In red are showed the metabolites measured in the study
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Supplementary figure 1. Tryptophan catabolism through the kynurenine pathway
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Supplementary Table 1. Summary of analyses conducted on each pig in the study cohort

Body weight Plasma Bioch.emistw Urine Bioch?mistry Plasma Metabolit_es Urine Metabolite.s hislfc::g:iycal trg:’s'::i‘; t| Day

Pigs (Kg) analysis analysis LC-MS/MS analysis | LC-MS/MS analysis SinG | BRI |t dsth
d0 | d7 |d14|d21|d28|d0|d7|d14 |d21|d28 |d0|d7 |d14|d21|d28|d0|d7|d14|d21|d28|d0|d7 |d14|d21|d28 d29 d29

N°1 | 30|33 [30,5/31L|ND|(D|D| D | D D |D|D|[D| D| D|NDINDI[ND[ND|ND|D|D| D | D| D D D 29
IN‘Z 28.5(33.5[ 29 |30.5/ND (D |D| D | D | D [D|D| D | D | D [NDIND|[ND|ND|ND|D|D|[D [ D | D D D 29
N°3 | 24 | 26 |26.5[28.5/30 |D(D| D [ D | D |D|D| D | D | D [ND|ND|ND|[ND|ND|ND|ND|ND|ND|ND ND D 29
|N°4 28 (31 (30.5{32 (ND|D|D| D |[ND| D [DIN| D | D | D [NDINDIND|ND|ND|D|N| D | D | D D D 29
N°5 | 22|26|29|25|ND|D|(D| D | D [ND|D|D|D|D|ND|D|D|D|D|ND|D|D| D | D|[ND ND ND 25
|N°6 24 |28.5[29.5128. 5|ND (D |D| D | D IND|D(D| D | D [ND|D|(D| D | D|ND[D|D]| D | D |ND ND ND 28
|N°7 22.5| 24 [ND |28.5[29.5|D|D| D | D | D |[D|D|D|D|D|D|D|D|D|D|D|D[D|D]|D D ND 29
|N°8 24.5( 28 |26 |27 |1275|D|D| D D D |D|D]|D|aR | DAPERLDNMDW O D |D|JD|D | D | D D ND 29
N°9 | 26 |29.5(31.5/35|36 |D|D| D D DIDIND|D|D | D|D|D|D|D|D|DIND[D | D| D D D 29
|N°10 25 [28.5|28.5[29.5/32 |D|D| D | D | D|DIND|D|[(D | D|D|D|D|D|D|DIND[D|D| D D D 29
N°11| 28 |31.5| 31 |32.5|345|D|D| D | D DIDID| DglDRDPRRE[™D |D | D|D|JDID|D]|D D D 29
N°12| 25|26 |26 |28 |30 |(D|D| D | D bD|D|D|D|D|D|(D|D|D|D|D|D|D|D|D|D D D 29

D: determined; ND: not determined
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Supplementary Table 2. Assessment of fibrosis in pig kidney sections stained

with Sirius red

Pig Day of |Tissue Area Analyzed |Tissu Fibrose Area [Fibrose Positive Tissue
death | (um?) (um?) (%)
N°1 |29 81201600 27813698 34.25
N°2 |29 212065664 57255276 27.00
N°4 |29 114940392 29041180 25.27
N°7 |29 54956780 7882451,5 14.34
N°8 |29 70482160 31382904 44.53
N°9 |29 39216372 7014429,5 17.89
N°10|29 151918544 34390612 22.64
N°11|29 240344256 56614784 23.56
N°12 |29 88355944 23094822 26.14
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Supplementary Table 3. Sus scrofa RT-qPCR primers

Pig RT-qPCR primers

pQPRT-Fwd GCCCACACACTACCTTCTCT

pQPRT-Rev CACGTGACAACCGATACCTG

pIDO-Fwd CTCCGTCCGTGAGTTTGTTC

pIDO-Rev CTGGCTTGCAGGAATCACAA

pACMSD-Fwd AACTCTTCCCTGTGTACGCA

pACMSD-Rev ATCCGTCCATCCATCTGCAT

pKMO-Fwd ATCACCTTGCTTGGACCTGA

pKMO-Rev TGACAGTCGAATAGGCACCA

pRPL13A-Fwd GGCCTTGTTTACTGCTGGTC

pRPL13A-Rev GGTTCACTCCTGCCAACAAC
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Supplementary Table 4. Limits of detection and quantification of Kynurenine
pathway metabolites measured by LC-MS/MS

Metabolites LOD (nM) LLOQ (nM) | Linearity (nM)
Tryptophan 6 50 100000
Kynurenine 12 24 48000
Kynurenic acid 16 26 52000
3-Hydroxy-kynurenic 2.25 9 4500
Xanthurenic acid 25 10 5000
3-Hydroxy-anthranilic acid |8 16 3300
Quinolinic acid 60 240 120000
Picolinic acid 25 40 4000

LOD: limit of detection

LLOQ: lowest limit of quantification
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Implication du stress du RE dans la diminution de la biosynthése de novo de NAD

Le maintien du contenu de la cellule rénale en NAD est primordial pour son homéostasie
énergétique et mitochondriale. Des niveaux réduits du NAD rénal lors d’une IRA ischémique,
peuvent étre dus a une biosynthése de novo de NAD altérée associée a une réduction de
I’expression et de lactivité de la QPRT [62]. Toutefois, les mécanismes moléculaires qui
gouvernent la réduction de la QPRT au cours de Iésions rénales aigués demeuraient inconnus.
Nous nous sommes intéressés dans IParticle 1 & I’étude de I’effet du stress du RE sur
I’expression de la QPRT et le contenu en NAD. Nous avons montré que la réponse au stress du
RE altérait la biosynthése de novo de NAD en réprimant la transcription de QPRT, et diminuait
ainsi le contenu cellulaire en NAD. En revanche, I'expression des enzymes liées a d'autresvoies
de synthese du NAD n’était pas réduite dans les cellules rénales stressées. Au contraire, cette
expression était méme parfois augmentée, en particulier celle de I'enzyme NAMPT. Cette
observation est intéressante, car le gene de la NAMPT est connu pour étre activé en réponse a
un stress génotoxique [313]. L'activation de la NAMPT peut étre un mécanisme cellulaire pour
maintenir des niveaux suffisants de NAD.

La diminution du NAD dans les cellules rénales étudiées, pouvait étre due également a sa
surconsommation par les PARPs. Une hyperactivation des PARPs, notamment PARP1, épuise
le NAD et I'ATP cellulaires et dirige la cellule vers une voie non apoptotique notamment la
nécrose cellulaire [314,315]. En revanche, si une apoptose est induite dans la cellule, les
caspases activées clivent PARP1, d'environ 116 kDa, en deux fragments de 85 kDa et 24 kDa
[314-316]. Ce clivage empéche I'épuisement du NAD par PARP1 qui est devenu inactif [316].
Dans les cellules HK-2 stressées par Tun ou BFA, la mise en évidence de PARPs clivées
(fragment migrant a 96 kDa) sur I'immunoblot, associée a une faible activit¢é des PARPs,
mesurée par ELISA, par rapport au contrdle (cellules non stressées), suggeérent que les PARPs
ne sont pas hyperactivées dans les cellules stressées, et donc ne sont pas responsables de la
diminution du NAD dans ces cellules. La diminution de I’activité des PARPs ainsi que leur
clivage sont validés par le témoin positif utilisant 1’étoposide, qui est un activateur de caspases
[317]. En revanche, dans les mémes conditions de stress du RE, I'expression du transcrit de
CD38 était augmentée dans les cellules rénales. Cette observation laisse penser que la
consommation du NAD par cette enzyme aurait pu contribuer a la diminution du NAD,

observée dans les cellules rénales stressées.
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Répression de QPRT dépendante de CHOP lors du stress du RE
Nous avons montré que le stress du RE réprimait la transcription de QPRT, et que CHOP était

impliqué dans cette répression. Cependant, d’autres acteurs intégrés dans la réponse UPR, et
qui sont nécessaires pour réprimer QPRT restent a déterminer. De plus, CHOP est également
un répresseur de PGC1la, dans différents types cellulaires [61,318]. 11 a été montré que CHOP
exercait son action répressive sur PGCla en interagissant avec C/EBPf, le régulateur
transcriptionnel de PGCla. Cette interaction réduit la liaison de C/EBPf au promoteur de
PGCla, entrainant ainsi une diminution marquée de I'expression de PGCla [61]. Etant donné,
que PGC1la est un régulateur essentiel de la biogenése et de la fonction mitochondriale rénale
[60,319,320] et un activateur de QPRT [74,321], cela suggere que CHOP pourrait réprimer
indirectement QPRT en réprimant son activateur, PGCla. Pour Vérifier cette hypothese, nous
avons mesuré 1’expression de PGCla dansles cellules HK-2 stressées par différentsinducteurs
de stress (Tun, Tg, BFA, privation en glucose, DTT). L’expression transcriptionnelle de
PGCla était abaissée au méme temps que celle de QPRT, a partir de la 8™ heure aprés
I’induction du stress du RE (Figure 27A). La baisse de ’expression de PGCla est observee
avec tous les inducteurs du stress du RE, a I’exception du DTT (Figure 27B). En revanche,
I’expression protéique de PGCloa était difficile a quantifier puisque nous avons obtenu
plusieurs bandes sur I'immunoblot qui correspondent probablement aux différents isoformes
connus de PGC1la, migrant a 115 kDa, 50 kDa, et 35 kDa approximativement [322]. La bande
la plus haute correspondait probablement a I’isoforme PGC 1o qui migre aux alentours de 110
kDa, et semblait étre diminuée a 24h aprés I’induction du stress du RE par la Tun (Figure 27).
Ces résultats suggérent que le stress du RE reprimait PGCla dans les cellules rénales HK-2

étudiées.
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Figure 27 : Effet du stress du RE sur ’expression de PGC1a dans les cellules HK-2.

A : Courbes représentant les niveaux d’expression transcriptionnelle relative de PGCla, mesurés par RT-gPCR

dansles cellules rénales HK-2 nontraitées (DMSQ) ou traitées par2,5 ug/ml de tunicamycine (Tun) pendant 1,2
4, 8,16 ou 24 h. Les résultats, obtenus sur 3 ou 4 extractions d’ARN d’une méme culture, sont représentés sous
forme de moyenne + SEM.

B : Histogrammes représentant 'expression relative de PGC1o, mesurée par RT-qPCR dans les cellules rénales
HK-2 incubées pendant 8 h avec 0,25 pM de thapsigargine (Tg), dans un milieu sans glucose (no Gluc), avec 1
uM de dithiotreitol (DTT), avec 2,5 pg/mlde Tun, ou avec 5 ug/ml de bréféldine A (BFA), et comparéesavec les
cellules non traitées (DMSO). Les barres représentent la moyenne + SEM.

C, D : Immunoblotsreprésentant I'expression protéique de PGC1a, QPRT, BIP, DDIT3 et de la tubuline dansles
cellules rénales HK-2, 24 h aprés incubation avec le DMSO (vehicle), 2,5 ug/ml de Tun ou 5 pg/ml de BFA.
Chaque immunoblot est représentatif de 3 expériences indépendantes.

Nous avons ensuite ¢tudié 'implication de CHOP dans la répression de PGCla. L’ajout de
SIARN anti-CHOP (SIiDDIT3) en présence du stress du RE a restauré en partie I’expression
transcriptionnelle de PGCla (Figure 28A). Dans les cellules rénales stimulées par les
différents inducteurs de stressdu RE, la répression de QPRT et PGCla, régulateurs importants
dela voie desynthese de novo duNAD, dépendaient du facteur de transcription CHOP. Ensuite,
nous avons testé si la surexpression de CHOP, seul sans le stress du RE, est suffisante pour la
suppression de ces génes. Nous avons alors surexprimé CHOP dans les cellules rénales grace a
des plasmides exprimant CHOP (pDDIT3), et aucune diminution significative n’était observee
(Figure 28B). Ainsi, CHOP seul était insuffisant pour réprimer QPRT et PGCla. C’est le cas
également pour GADD34 qui n’est pas activé par CHOP dans les cellules non stressees (Figure
28B).
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Figure 28 : Effet de la down-régulation et de la surexpression de CHOP sur PGC1la dans

les cellules HK-2 en condition de stress de RE.

En résumé, ces données non encore publiées suggérent que QPRT et PGCla sont, du moins en
partie, régulés par CHOP, et que I’effet de CHOP n’est possible qu’en condition de stress du
RE.

Nos résultats sont compatibles avec ceux des études antérieures qui ont montré que CHOP,
induit lors du stress du RE, pouvait réprimer PGCla dans différents types cellulaires [61,318].
De plus, I’expression de PGCla est réduite au cours de 'TRA associée au stress du RE, et sa
surexpression permet d’atténuer I’atteinte rénale notamment en augmentant la synthese du
NAD par la voie de novo a partir du TRP [74,111,321,323]. Curieusement, une étude récente
de2022, amontré que la surexpression de PGC1la, 24 h apres une IRA induite par IR, diminuait

de maniére significative I'expression des effecteurs de la réponse UPR dans le rein, notamment
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celle de CHOP [324]. 11 semble donc y avoir au cours de I'IRA liée au stress du RE une
interconnexion complexe entre les processus métaboliques régulés par PGCla, notamment la
synthese de novo du NAD, et les voies de la reponse UPR. La diminution de la synthese du
NAD par répression de QPRT sous I’effet du stress duRE est évidente et impligue CHOP, mais
elle est probablement la finalit¢ de plusieurs mécanismes concomitants, notamment la
répression directe de QPRT ou/et la répression de son activateur PGCla.

L'action répressive de CHOP sur ses geénes cibles n'est pas claire, mais semble impliquée
plusieurs mécanismes, soit sous I’effet de CHOP seul, soit en formant un hétérodimére avec
d’autres protéines, notamment les C/EBPs [45]. De plus, le stress du RE est connu pour
favoriser la formation d’hétérodimeére entre CHOP et C/EBPJ [61]. Des études ont montré que
CHORP, induit par le stress du RE, exercait son action répressive en se liant aux promoteurs des
geénes cibles sous forme d’hétérodimére qu’il forme avec ATF4 ou C/EBPf [53,325]. Les
séquences spécifiques liées par les hétérodiméres CHOP-C/EBP contiennent un élément central
unique PUPUPUTGCAAT(A/C)CCC [45]. Il est possible que I’action de CHOP sur les genes
QPRT et PGCla passe donc par son effet antagoniste sur C/EBPB qui est connu comme
régulateur positif de PGCla [61]. L’élucidation de ces mécanismes nécessiterait d’autres
études supplémentaires. Pour établir le lien direct entre CHOP et QPRT, et CHOP et PGClaq,
des études specifiques sur la régulation des génes QPRT et PGCla par CHOP seraient
nécessaires. 1l serait intéressant de réaliser dans un premier temps, des essais de liaison de
CHOP aux régions promotrices des génes QPRT et PGCla dans les cellules rénales HK-2 en
utilisant la technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP). Dans les conditions de
stress du RE, si CHOP est retrouve lié aux séquences ciblees, cela renforcerait I'hypothése qu'il
agit directement sur ces genes. Pour cela, I'immunoprécipitation par des anticorps anti-CHOP
et anti-1gG non specifique devrait se faire sur des cellules stressées et non stressées. Dans le cas
ou I’enrichissement relatif est significativement plus élevé dansles cellules stressées par rapport
aux cellules non stressées, et a celles stressées mais immunprécipitées par des anti-1gG, on
conclurait a une forte probabilité de liaison de CHOP a cette région ciblée.

Nous avons réalisé cette expérience mais elle n’a pas été concluante (résultats non montrés).
Cependant, cette technique seule ne permet pas de conclure que les régions enrichies sont
impliquées dans I’action répressive de CHOP. Pour mieux comprendre comment ces sequences
spécifiques interagissent avec la protéine CHOP, et comment cela influence I'expression des
genes d’intérét QPRT et PGCla, d’autres expériences de culture cellulaire ou les sequences

génétiques enrichies seraient modifiées, pourraient apporter plus de réponses.
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Ensuite, nous avons Vérifié que la répression de QPRT, observée in vitro dans les cellules
rénales, était également présente in vivo sur des modeles murins de lésions rénales associées au
stress du RE (CHOP surexprimé). 1l serait intéressant de vérifier I’implication de CHOP dans
la répression de QPRT et la diminution de synthése duNAD, in vivo sur un modéle n’exprimant

pas CHOP (CHOP--) ol une IRA associée au stress du RE serait induite par la Tun par exemple.
Suivi de Pactivité de la voie des kynurénines au cours de 'PIRA

Dans I’Article 2, nous avons mis au point et validé une technique par LC-MS/MS qui permet
la quantification d’un panel de métabolites de la voie des kynurénine dans le plasma et I’urine.
Alors que tous les métabolites de notre panel ont été quantifiés dans I’urine dans la cohorte de
patients atteints d’IRA post-chirurgie cardiaque (Article 2) et la cohorte de cochons avec GNC
(Article 3), la quantification de certains métabolites dans le plasma, notamment le KA, le XA,
le 3-HANA, le NaMN et le PIC n’était pas possible dans la cohorte de cochons. Cela est di
probablement a la sensibilité de la technique qui n’était pas suffisante (LLOQs: KA : 26 nM,
XA :10 nM, 3-HANA : 16 nM, NaMN : 8 nM et PIC :40 nM). De plus, les concentrations
plasmatiques moyennes décrites pour le KA, le 3-HANA et le PIC, chez la méme espéce de
cochon (de sexe male et 4gé de 4 mois) que nous avons utilisée, sont de 5 nM, 40 nM, et 2 uM
respectivement [326-328].

Intérét du ratio urinaire QA/TRP dans PIRA

Dans les Articles 1 et 2, nous avons évalué le potentiel du ratio urinaire QA/TRP comme
biomarqueur non invasif pronostique de la survenue de 'IRA post chirurgie cardiaque sous
CEC. Les métabolites de la voie des kynurénines ont été recherchés par deux laboratoires
différents utilisant deux protocoles différents de LC-MS/MS. Dans I’Article 1, la recherche
n’était pas ciblée, le TRP etle QA faisaient partie d’unlarge panel de métabolites et les résultats
sont exprimés en unité arbitraire. La technique utilisée dans I’Article 2, ciblait spécifiquement
11 métabolites dont le TRP et le QA, et la quantification était réalisée grace a des courbes de
calibration, specifiques a chaque meétabolite recherché, dans lesquelles les résultats sont
exprimés en nM. Les résultats obtenus, quel que soit le protocole utilisé, ont montré que le ratio
urinaire QA/ TRP était significativement plus élevé 24 heures aprés I’intervention dans le
groupe de patients ayant développé une IRA. Nous avons donc montré a travers I’étude de la
voie des kynurénines dans la cohorte HEGP que les niveaux du ratio QA/TRP dans l'urine
reflétaient une activité altérée de la QPRT et une biosynthése de novo de NAD réduite dans le
rein. Ce ratio pourrait constituer un biomarqueur non invasif permettant d'identifier les patients

a risque de développer une IRA aprés chirurgie cardiaque, et pourrait également prédire sa
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sévérité. L’élévation du ratio urinaire QA/TRP était associée a un risque accru d'IRA chez les
patients ayant subi une chirurgie cardiaque [62] ou vasculaire [329], en état critique [62], et les
patients atteints de la COVID-19 [230].

Une autre étude, menée dans une cohorte de patients de 167 patients ayant subi une chirurgie
cardiaque sous CEC, a montré que le ratio urinaire KYN/TRP 24 heures apres I’intervention
était prédicteur de la survenue de I'IRA et de sa séveérité [197]. Ce résultat n’a pas été confirmé
dans notre cohorte (Article 2) puisque la diminution des niveaux du ratio urinaire KYN/TRP
était non significative. A cause de la difficulté de standardisation, les résultats des études
cliniques ou précliniques ne sont pas toujours facilement comparables entre elles [330,331].
Des études cliniques longitudinales sur des cohortes plus larges sont nécessaires pour évaluer
la fiabilité des marqueurs émergeants de la voie des kynurénines pour la détection précoce de
I'IRA et la prédiction de sa séverité.

Suivi de la transplantation rénale par les métabolites de la voie des kynurénines

La voie des kynurénines suscite un intérét croissant dans la transplantation rénale, et de
nombreuses études expérimentales et cliniques ont été réalisees pour étudier son role dans la
survenue des Iésions rénales apres 1’ischémie froide, des rejets aigu et chronique de I’allogreffe
[278]. Dans I’Article 1, nous avons montré que I’élévation du ratio urinaire QA/TRP 10 jours
apres la transplantation rénale était un marqueur prédictif indépendant du dysfonctionnement
deI’allogreffe rénale a 3 et a 12 mois apres la transplantation. Ces résultats rejoignent ceux de
Suhre et al. qui ont rapporté dans deux études, publiées en 2016 et 2021, et menées chez des
patients avec allogreffe rénale, que le QA urinaire était significativement plus élevé en cas de
rejet aigu de greffe rénale [275,276].

Place du ratio urinaire QA/TRP dans la prédiction de la transition de ’'IRA vers la
MRC

L’implication d’une biosynthése altérée de NAD dans la progression de I’IRA vers une MRC
reste & étudier. Dans I’Article 1, nous avons montré que la persistance d’une diminution de
I’expression de QPRT au cours de 'IRA ischémique était un marqueur prédictif de la
progression vers la MRC chez les receveurs d’allogreffe rénale, un événement qui peut étre
détectéindirectement a I’aide duratio urinaire QA/TRP. Ces résultats mettent en lumiére le role
potentiel de I’altération de la voie de biosynthése de novo du NAD dans la progression de I'RA
vers la MRC, et ouvrent de nouvelles perspectives pour la compréhension et la prévention de

cette phase critique de la maladie rénale.
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Suivi de la GNC par la voie des kynurénines
Les modeéles animaux de maladies rénales aigués sont essentiels pour comprendre leurs

physiopathologies. Dans I’Article 3, nous avons utilise un nouveau modele de GNC chez le
cochon domestique qui imite les caractéristiques pathologiques dela vascularite a ANCA, I'une
des causes de GNC a évolution rapide, chez 'Homme. Nous avons suivi les variations des
meétabolites de la voie des kynurénines, au niveau urinaire et plasmatique, pendant un mois
apres I’induction de la GNC, a la recherche de biomarqueurs plasmatiques ou urinaires pouvant
prédire sa sévérité ou son évolution. Le modele porcin est un modéle translationnel trés
intéressant puisque l'anatomie cardiovasculaire et rénale ainsi que la physiologie du cochon
sont pratiquement identiques a celles des humains [332,333]. D’ailleurs, plusieurs études ont
utilisé le modéle porcin pour étudier la maladie rénale aigué [334-336] et chronique
[337,333,338-344]. De plus, plusieurs etudes ont utilisé le modéle porcin pour étudier les
métabolites de la voie des kynurénines (surtout dans le plasma) dans les désordres métaboliques
et les maladies inflammatoires notamment dans le contexte nutritionnel [345], la pathologie
cardiaque [326] la réponse inflammatoire [346-349], et la maladie hépatique [350]. A notre
connaissance, notre étude est la premiére qui a suivi dans le temps sur un modeéle porcin de
GNC, les niveaux plasmatiques et urinaires des métabolites de la voie des kynurénines. A
travers I'article 3, nous avons observé sur une cohorte de 12 cochons atteints de GNC que la
voie des kynurénines était activée, avec une augmentation de I'expression de l'ido dans le rein
et une élévation duratio KYN/TRP dans I’'urine. Nos résultats rejoignent ceux d’autres travaux
réalisés chez les rangeurs, qui ont montré que la voie des kynurénines était activée et associée
aune augmentation del’expression de ’'IDO au niveau rénal au cours dela GNC [246,311,312].
De plus, il a été montré que I''DO jouait un réle protecteur dans cette pathologie en régulant les
réponses immunitaires et en prévenant I'inflammation excessive [246,311,312,351]. Au niveau
plasmatique, nous n’avons pas observé d’augmentation significative du ratio KYN/TRP chez
les cochons atteints de GNC, tout au long dela durée d’étude (1 mois), contrairement a d’autres
études réalisées chez les rangeurs et qui ont comparé les sujets atteintsde GNC par rapport aux
contrbles sains [246,219]. De plus, un ratio plasmatiqgue KYN/TRP élevé était également
observe chez des patients atteints de vascularite a ANCA, lors de ses phases aigué et de
rémission, par rapport aux contréles sains [352]. Les métabolites produits en aval de la KYN
notamment la 3-HK et le 3-HANA, ont une action immunosuppressive protectrice contre la
CGN en favorisant la réponse Th2 au lieu de Thl [219,353]. Ces étudesfournissent des preuves

significatives de I'implication des métabolites de la voie des kynurénines dans la pathogenése
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dela GNC, et de leur potentiel thérapeutique. De plus, le ratio urinaire KYN/TRP pourrait étre

un marqueur prometteur dans le suivi de I’évolution de la GNC.

CONCLUSION GENERALE

En conclusion, ces travaux de thése ont montré que le stress du RE exerce une régulation
négative, dépendante du facteur de transcription CHOP, sur ’enzyme QPRT a I’origine d’une
réduction de la biosynthese de novo du NAD et de la diminution du contenu rénal en NAD. Le
ratio urinaire QA/TRP pourrait étre un marqueur précoce de la survenue d'IRA aprés une
chirurgie cardiaque, reflétant une activité altérée de la QPRT et une biosynthése réduite de novo
deNAD dans le rein. De plus, ce marqueur pourrait étre prédictif de la progression vers laMRC
chez les receveurs d’allogreffe rénale. Ces résultats ont mis en évidence des pistes prometteuses
pour le développement de biomarqueurs métaboliques non invasifs de la lésion rénale,
cliniguement applicables avec des implications pronostiques et thérapeutiques. Cependant,
malgré les perspectives prometteuses offertes par ces biomarqueurs, des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour valider leur pertinence en clinique. Des études

longitudinales et des essais cliniques a grande échelle seront essentiels pour évaluer leur

.....
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Annexes

Annexe 1

Erratum :

Figure supplémentaire 10 de I’Article 1 : sur I'immunoblot de la Figure D, la bande de
DDIT3 était absente :

D
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SUPPLEMENTARY FIGURE 10

D. Immunoblot representing QPRT, DDIT3 and tubulin protein expression in primary
cultured proximal tubular cells 24 hours after incubation with DMSO (vehicle), 1 uM
dithiotreitol (DTT) 2.5 ug/ml Tun, with 5 pg/mL BFA, or 48 hours in a glucose-deprived

culture medium (No Gluc.). The immunoblot shown is representative of 3 independent
experiments.

La bande de DDIT3 est ajouté dans la Figure D :
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Titre : Modulation de la biosynthése de novo du NAD au cours de I'insuffisance rénale aigué

Résumé : La voie des kynuréninesest la principale voie de catabolisme du tryptophane (TRP) dans I'organisme et
elle permet la production de kynurénines et la synthése de novo du nicotinamide adénine dinucléotide (NAD). Le
NAD est un cofacteur essentiel dans le maintien de 'homéostasie cellulaire rénale. Au cours de 1"insuffisance
rénale aigué (IRA), une diminution de la synthése du NAD locale a été observée en lien avec la répression de la
quinolinate phosphoribosyl transférase (QPRT), une enzyme clé dans la biosynthése de novo du NAD. Les
mécanismes moléculaires régissant la réduction de ’expression de la QPRT dans I'TRA ischémique, ainsi que le
role de I’altération de la biosynthése du NAD dansIévolution vers la maladie rénale chronique (MRC) sont peu
connus. Il parait donc essentiel de mieux comprendre les mécanismes de régulation du catabolisme du TRP afin
de développer des biomarqueurs précoces pour ces pathologies et de rechercher des cibles thérapeutiques. Les
cellules épithéliales tubulaires altérées sécrétent différents métabolites qui peuvent étre détectés dansles urines :
l’analyse des métabolites urinaires est particulicrement intéressante pour identifier des marqueursde l'activité de
la voie deskynurénines et de la synthése de novo du NAD dans le rein et constitue une approche prometteuse pour
identifier des marqueurssolubles de lésions rénales aigués. Dans ce contexte, nousavonsexploré les mécanismes
de répression de la QPRT et la diminution de la synthése du NAD dans le rein. Nous avonsensuite évalué la valeur
diagnostique et pronostique des métabolites urinaires du TRP dans différents modéles de 'TRA. Ces travaux de
thése ontapporté des preuves que le facteurde stress cellulaire C/EBP homologous protein (CHOP) pouvaitaltérer
la biosynthése de novo du NAD en réprimant la transcription de QPRT. Nous avonségalement développé et validé
une méthode d’analyse parchromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC -MS/MS)
visant a quantifier simultanément 9 des 14 métabolites de la voie des kynurénines dans le plasma et l'urine, et
avonsmontré qu'un ratio urinaire quinolinate (QA)/TRP élevé était un biomarqueur prédictif précoce de la sévérité
de I''RA aprés une chirurgie cardiaque, et de la progression vers la MRC en transplantation rénale. Nous avons
également montré que le ratio urinaire kynurénine (KYN)/TRP reflétait l'activité des lésions inflammatoires
rénales. En conclusion, ces travaux ont permisde montrer que l'altération de la biosynthése de novo du NAD était
un événement précoce dans I'TRA, li¢ a la réponse au stress du réticulum endoplasmique, et qu’une réduction
persistante de I'expression de QPRT étaitassociée a la progression de I''RA vers la MRC. Enfin les ratios urinaires
KYN/TRP et QA/TRP pourraient étre proposés comme des biomarqueurs potentiels de la sévérité de différentes
formes d’IRA.
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des kynurénines, tryptophane, quinolinate, quinolinate phosphorybosyl transférase, spectrométrie de masse

Title: Modulation of de novo NAD biosynthesis in acute kKidney injury

Abstract: The kynurenine pathway is the primary pathway for tryptophan (TRP) catabolism and allows the
production of kynureninesand de novo synthesis of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD). NAD is an essential
cofactor in the maintenance of renal cellular homeostasis. During acute kidney injury (AKI), a decrease in local
NAD synthesis has been observed in connection with the repression of quinolinate phosphoribosyl transferase
(QPRT), a key enzyme in de novo NAD biosynthesis. The molecular mechanisms governing the reduction of
QPRT expression in ischemic AKI, aswell asthe role of impaired NAD biosynthesis in the progression to chronic
kidney disease (CKD) are poorly understood. It is therefore essential to better understand the regulatory
mechanisms of TRP catabolism in order to develop early biomarkers for these pathologies and to search for
therapeutic targets. The altered tubular epithelial cells secrete different metabolites which can be detected in the
urine: the analysis of urinary metabolites is particularly interesting to identify markers of the activity of the
kynurenine pathway and of the de novo NAD synthesis in the kidney and constitutes a promising approach to
identify predictive markers of acute kidney injuries. In this context, we sought to understand the mechanisms of
QPRT repression and the reduction in NAD synthesis in the kidney. We then studied the diagnostic and prognostic
value of urinary TRP metabolites in different AKI models. This thesis work provided evidence that the cellular
stress factor C/EBP homologous protein (CHOP) could alter de novo NAD biosynthesis by repressing QPRT
transcription. We also developed and validated a reliable liquid chromatography -tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) method for the simultaneous quantification of 9 of the 14 metabolites of the kynurenine pathway in
plasma and urine, and showed that a high urinary quinolinate (QA)/TRP ratio was an early biomarker of AKI
severity after cardiac surgery and predicted progression to CKD in kidney transplantation. We also showed that
the urinary kynurenine (KYN)/TRP ratio reflected the activity of renal inflammatory lesions. In conclusion, this
work showed thatthe alteration of de novo NAD biosynthesis was anearly eventin AKI, linked to endoplasmic
reticulum stress response, and that a persistent reduction in the expression of QPRT was associated with
progression from AKI to CKD. Finally, the urinary KYN/TRP and QA/TRP ratios could be proposed as potential
biomarkers for the severity of different forms of AKI.
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206




