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RESUME 

La ciclosporine et le tacrolimus sont deux inhibiteurs de la calcineurine couramment utilisés 

dans les protocoles d’immunosuppression pour prévenir les rejets de greffe. Alors que la 

survie à court terme des greffons a été fortement améliorée grâce à l’utilisation de ces 

traitements, la survie à long terme est encore compromise par l’apparition d’une forme 

particulière de maladie rénale, appelée néphropathie chronique d’allogreffe ou dysfonction 

chronique du greffon, qui conduit au déclin progressif et irréversible de la fonction rénale. 

L’origine exacte des atteintes rénales observées au cours de cette pathologie n’est pas encore 

connue mais il semble que l’utilisation des inhibiteurs de la calcineurine contribue fortement à 

leur apparition en raison du degré très élevé de leur toxicité rénale, en dehors de tout 

surdosage médicamenteux. Une des hypothèses pour expliquer l’importance de cette 

néphrotoxicité est que ces molécules, même à doses thérapeutiques, induisent des 

modifications phénotypiques des différentes structures rénales qui perturbent le 

fonctionnement normal des cellules et favorisent leur comportement pathologique.  

Le but de ce travail a été d’identifier les effets des inhibiteurs de la calcineurine sur le 

phénotype et sur l’organisation du cytosquelette des cellules du tube proximal qui est 

précocement le siège des lésions histologiques de la dysfonction chronique du greffon.  

Nous montrons que la CsA modifie le phénotype des cellules tubulaires proximales en 

perturbant l’organisation du cytosquelette d’actine et en inhibant le système fibrinolytique, et 

que ces modifications peuvent participer à l’apparition des lésions fibrosantes observées dans 

les greffons rénaux après la transplantation. Cette étude permet également d’identifier en la 

cofiline une voie de signalisation potentiellement impliquée dans les effets de la CsA sur 

l’organisation du cytosquelette rénal. En revanche, les premiers résultats obtenus avec le 

tacrolimus ne reproduisent pas les effets de la ciclosporine sur le cytosquelette.  

Ce travail permet de formuler un certain nombre d’hypothèses sur les mécanismes 

physiopathologiques qui participent à la détérioration progressive de la structure et de la 

fonction des cellules tubulaires proximales après la transplantation rénale et sur la 

contribution des inhibiteurs de la CaN dans ce processus. 

 

Mots clé : Calcineurine, ciclosporine, tacrolimus, dysfonction chronique du greffon, 

cytosquelette, système fibrinolytique, fibrose.  
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INTRODUCTION GENERALE 

La découverte de la ciclosporine et de ses propriétés immunosuppressives dans les années 

1970 marque un tournant dans l’histoire de la transplantation. Les nombreuses recherches 

concernant son rôle et son mécanisme d’action ont permis de comprendre les mécanismes 

immunologiques impliqués dans les phénomènes de rejet et d’en améliorer ainsi la prise en 

charge. Même s’il existe aujourd’hui plusieurs types de médicaments immunosuppresseurs, 

les inhibiteurs de la calcineurine restent la classe thérapeutique de choix pour prévenir le rejet 

des greffes. 

 

La transplantation rénale est une thérapeutique de mieux en mieux maitrisée et dont le 

nombre ne cesse d’augmenter chaque année. Alors que la survie du greffon à court terme a 

fortement été améliorée grâce, entre autre, à la meilleure connaissance des mécanismes 

immunologiques et à l’amélioration des traitements immunosuppresseurs, la survie à long 

terme du greffon et du patient pose encore un véritable problème. En effet, rapidement après 

la transplantation, le rein est le siège d’une forme particulière de maladie rénale, appelée 

néphropathie chronique d’allogreffe (NCA) ou dysfonction chronique du greffon. 

 

La NCA est un facteur pronostic majeur de la perte du greffon à long terme. Il s’agit d’une 

maladie multifactorielle, résultant d’une série d’agressions à la fois immunologiques et non 

immunologiques qui conduisent à la destruction progressive des néphrons et à l’altération 

irréversible de la fonction rénale. Dès la première année post-greffe, la NCA est caractérisée 

par l’apparition précoce mais silencieuse d’atteintes tubulo-interstitielles avec des lésions 

typiques de fibrose interstitielle et d’atrophie tubulaire (FI-AT) associées à d’importants 

phénomènes inflammatoires. Au-delà de cette première année, alors que l’inflammation tend à 

diminuer, les atteintes tubulo-interstitielles ne cessent de progresser et sont accompagnées 

d’atteintes glomérulaires et vasculaires (glomérulosclérose, hyalinose artériolaire). 

L’évolution à long terme de ces atteintes conduit au déclin progressif et irréversible de la 

fonction rénale. 

 

L’origine exacte de ces modifications n’est pas encore connue mais il semble que 

l’utilisation de certains médicaments immunosuppresseurs contribue fortement à l’apparition 

des lésions rénales. Paradoxalement, malgré la diminution des rejets aigus et la modulation à 
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court terme des processus de fibrose secondaires aux phénomènes de rejets, certains 

traitements s’accompagnent d’une néphrotoxicité irréversible qui progresse irrémédiablement 

et devient quasiment universelle 10 ans après la greffe. Parmi les principales molécules 

utilisées, les inhibiteurs de la calcineurine présentent un degré très élevé de toxicité rénale et il 

est maintenant admis que cette néphrotoxicité, en dehors de tout surdosage médicamenteux, 

est un facteur important favorisant la NCA. 

Une des hypothèses pour expliquer l’importance de cette néphrotoxicité est que ces 

molécules, en dehors de tout surdosage, induisent un certain nombre de modifications 

phénotypiques des différentes structures rénales qui perturbent le fonctionnement normal des 

cellules et favorisent leur comportement pathologique. 

 

Dans ce travail, nous nous sommes particulièrement intéressés aux effets des inhibiteurs de 

la calcineurine sur le phénotype et l’organisation du cytosquelette des cellules du tube 

proximal qui est la structure rénale majoritaire du cortex et qui est précocement le siège de 

lésions histologiques de NCA. 
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CHAPITRE   I :   INTRODUCTION 
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I. LE CYTOSQUELETTE 

Le cytosquelette est une structure dynamique tridimensionnelle qui assure l’ossature des 

cellules. En perpétuelle adaptation face aux contraintes extra- et intracellulaires, le 

cytosquelette joue un rôle majeur dans le maintien de la forme des cellules et dans leur 

motilité (déplacement, chimiotropisme, chimiotaxie, endo- et exocytose). Il permet également 

le mouvement des chromosomes au cours de la mitose, le mouvement des organites 

cellulaires ainsi que leur ancrage aux différentes structures de la cellule. Enfin le cytosquelette 

permet à la cellule d’acquérir une polarité et de s’adapter aux forces de pression et de tension. 

 

Le cytosquelette est un réseau complexe de protéines filamenteuses qui, par leur interaction, 

confèrent à la cellule des propriétés d’élasticité ou de rigidité leur permettant de s’adapter aux 

contraintes mécaniques. Il existe trois types de filaments de tailles et de natures différentes : 

les microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires et les microtubules (Tableau 1). 

 

Tableau 1 : Caractéristiques du cytosquelette. 

 MICROFILAMENTS 
FILAMENTS 

INTERMEDIAIRES 
MICROTUBULES 

Diamètre 7 nm 10 nm 25 nm 

Apparence Filaments hélicoïdaux 
Filaments formés 

de 8 protofilaments 

Tubes creux formés 

de 13 protofilaments 

Composition 
Actine 

(monomère globulaire) 

I : Kératines 

II : Vimentine / 

Desmine / GFAPs 

III : Neurofilaments 

IV : Lamines 

nucléaires 

Tubuline α et β 

(dimère globulaire) 

Poids 

moléculaire 
42 kDa 40 – 130 kDa 50 kDa 

Nucléotide lié ATP (1:1) aucun GTP (2 par dimère) 
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I. 1. ORGANISATION GENERALE 

I.  1. 1.  LES FILAMENTS D’ACTINE [148,  182] 

L’actine est une protéine monomérique globulaire (forme G) qui a la propriété de se 

polymériser pour former des microfilaments (forme F). Les monomères d’actine se 

polymérisent en présence d’ATP en une hélice de 5-9 nm de diamètre et forment un filament 

flexible et polaire avec une extrémité où la croissance est rapide, dite + ou barbée, et une 

extrémité où la croissance est lente, dite - ou pointue. Les microfilaments sont des structures 

dynamiques en perpétuel renouvellement. Après l’incorporation des monomères d’ATP-actine 

dans le polymère, l’ATP est hydrolysé en ADP. La perte du phosphate modifie l’affinité de 

liaison de l’actine qui se dissocie alors du filament et se retrouve libre sous forme de 

monomères d’ADP-actine. Ainsi libérés, ces monomères devront être rechargés en ATP pour 

être à nouveau incorporés au filament. 

 

La polymérisation et l’organisation des microfilaments sont contrôlées par de nombreuses 

protéines liées à l’actine (ABP, Actin-Binding Proteins). Le nombre de protéines identifiées 

ne cesse d’augmenter, il en existe aujourd’hui plus de 160 distinctes, ce qui démontre la 

finesse et la complexité de la régulation exercée sur ces filaments. Elles peuvent cependant 

être regroupées selon leur rôle et leur influence sur la balance 

polymérisation/dépolymérisation, même si certaines peuvent avoir plusieurs fonctions [33]. 

 

Les plus importantes sont les protéines qui favorisent la dépolymérisation des filaments 

pour contrebalancer leur croissance rapide. Il en existe deux types : les protéines de coupure 

(« severing proteins ») comme la gelsoline qui se fixe sur les filaments et induit leur 

dislocation, et les facteurs de dépolymérisation comme la cofiline qui impose une torsion 

supplémentaire au filament d’actine et entraine ainsi sa dépolymérisation à l’extrémité -. Ces 

deux types de protéines peuvent également empêcher la polymérisation des filaments : la 

gelsoline en restant fixée à l’extrémité + du filament, à l’image de la protéine de coiffe capZ, 

et la cofiline en se liant aux monomères d’actine dans le cytosol comme le font les protéines 

de séquestration (thymosine, DNAse I). 

A l’inverse, certaines protéines favorisent la polymérisation des microfilaments comme la 

profiline qui catalyse l’échange ADP  ATP sur les monomères d’actine (en présence de 
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cofiline uniquement), ou le complexe Arp2/3 qui induit la nucléation de l’actine à partir de 

filaments existants. 

Certaines protéines comme la topomoduline ou la tropomyosine stabilisent également les 

filaments en s’y fixant et empêchent ainsi leur dépolymérisation. 

Enfin, les myosines permettent le mouvement des filaments, et d’autres protéines comme la 

spectrine ou la vinculine permettent l’ancrage des filaments à la membrane. 

 

Les microfilaments ont plusieurs fonctions qui leur sont propres. Ils participent aux 

phénomènes de contraction, de motilité et de division cellulaire ainsi qu’au maintien des 

domaines spécifiques de la membrane plasmique (bordure en brosse, domaine basolatéral), à 

la formation des excroissances cellulaires (filopodia, lamellipodia, microvillosités) et à celle 

des jonctions cellulaires [182]. 

 

I.  1. 2.  LES FILAMENTS INTERMEDIA IRES [62,  63] 

Les filaments intermédiaires sont des filaments non ramifiés de 8-10 nm de diamètre qui 

sont formés par l’assemblage parallèle de protéines fibrillaires. Les nombreuses protéines qui 

constituent les filaments intermédiaires sont très conservées. Elles ont en commun un segment 

central disposé en hélice α qui permet leur assemblage alors que leurs extrémités sont 

globulaires. L’assemblage se fait par le super-enroulement des domaines α de deux protéines, 

identiques ou non selon le type de filament, on parle alors de protofilament. Les filaments 

intermédiaires sont formés par l’association de 8 protofilaments. Ils sont localisés en corbeille 

autour du noyau cellulaire et s’étendent vers la périphérie où ils prennent ancrage dans les 

desmosomes et les hémidesmosomes. Ces filaments sont dynamiques mais à la différence des 

microfilaments et des microtubules, ils ne sont pas polarisés et leur polymérisation peut avoir 

lieu en l’absence d’apport énergétique. 

 

La spécificité cellulaire ou tissulaire des filaments dépend des protéines qui les constituent. 

Il en existe 5 classes différentes, principalement cytoplasmiques. 

Les classes I et II sont celles des kératines, respectivement acides et basiques, qui 

s’associent en homo- ou hétérodimères pour former les cytokératines dans les cellules 

épithéliales. 
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La classe III comprend 4 protéines qui peuvent également former des homo- ou des 

hétérodimères : la vimentine essentiellement distribuée dans les fibroblastes, les leucocytes et 

les cellules endothéliales ; la desmine dans les cellules musculaires ; la protéine acide de la 

neuroglie dans les cellules gliales et la périphérine dans les neurones périphériques. 

La classe IV est constituée des neurofilaments qui sont largement distribués le long des 

axones. 

La classe V est celle des laminines, localisées dans le noyau. 

 

Comme les microfilaments, les filaments intermédiaires permettent le maintien de la forme 

cellulaire. Ils sont prépondérants dans les cellules soumises aux contraintes mécaniques et 

sont donc particulièrement impliqués dans la réponse cellulaire à celles-ci. Ils participent 

également à l’organisation tridimensionnelle de la cellule en servant de point d’ancrage pour 

les organites, en stabilisant les sarcomères et en participant à la composition de la lamina 

nucléaire. Enfin ils participent aux jonctions cellulaires en se fixant aux desmosomes et aux 

hémidesmosomes. 

 

I.  1. 3.  LES MICROTUBULES [145,  221] 

Les microtubules sont formés par la polymérisation d’une protéine globulaire, la tubuline. 

Celle-ci est composée de deux sous-unités, α et β, qui s’hétérodimérisent pour former l’unité 

de base de la structure des protofilaments. Chaque microtubule est formé par l’association de 

treize protofilaments de tubuline associés en cercle autour d’un espace vide. Comme les 

microfilaments, les microtubules sont des structures polarisées avec des extrémités à 

croissance variable et leur polymérisation nécessite la présence d’énergie sous forme de GTP, 

hydrolysé en GDP. La polymérisation débute dans le centrosome situé dans la zone 

perinucléaire puis s’étend dans toutes les directions vers la périphérie des cellules par 

l’extrémité à croissance rapide. 

 

Des nombreuses protéines régulatrices jouent un rôle essentiel dans la fonction des 

microtubules dans la division des chromosomes au cours de la mitose, mais aussi dans le 

transport des vésicules cytoplasmiques ou dans la localisation de l’appareil de Golgi et du 

réticulum endoplasmique. 
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Ces protéines régulatrices sont essentiellement des protéines motrices comme les myosines 

(kinésines et dinéines), qui transforment l’énergie chimique stockée dans l’ATP en énergie 

mécanique utilisée pour déplacer les organites et les vésicules dans la cellule. Il existe 

également des protéines, dites associées aux microtubules (MAP, Microtubule-Associated 

Proteins) qui contrôlent quant à elles la rigidité et la vitesse d’assemblage des microtubules. 

 

 

I. 2. CYTOSQUELETTE ET FONCTION DES CELLULES TUBULAIRES 

PROXIMALES 

Les cellules tubulaires proximales sont des cellules de type épithélial. Elles sont 

relativement hautes et polarisées avec une membrane apicale riche en microvillosités qui 

présente une grande surface de contact avec le fluide tubulaire, et une membrane basolatérale 

d’une surface moins importante qui est en contact avec l’interstitium et les capillaires 

péritubulaires par l’intermédiaire de la membrane basale qui sous-tend la structure entière. 

Les cellules sont reliées entre elles par des jonctions serrées ou zonula occludens à leur pôle 

apical et par des jonctions adhérentes latérales (zonula adherens et desmosomes) qui 

permettent la cohésion entre les cellules voisines. Les membranes basolatérales sont séparées 

les unes des autres par des espaces intercellulaires (Figure 1). 
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Figure 1 : Architecture cellulaire et voies de transport dans les cellules épithéliales.  

(d’après Stein et col., 2002) [197] 
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I.  2. 1.  ORGANISATION SPECIFIQ UE DU CYTOSQUELETTE DANS LES 

CELLULES TUBULAIRES  PROXIMALES  

 

L’architecture spécifique des cellules tubulaires proximales est maintenue grâce au 

cytosquelette qui présente une organisation particulière. 

 

Dans les cellules épithéliales, les filaments d’actine sont regroupés en trois régions [15]. La 

première région correspond à la bordure en brosse où les filaments constituent la structure 

interne des microvillosités en association avec la fimbrine et la villine. La deuxième région 

forme le réseau terminal qui est situé sous la membrane apicale et qui est formé de nombreux 

filaments d’actine de petite taille reliés entre eux par des protéines de type fodrine, 

tropomyosine, myosine II et α-actinine. Ce réseau prend naissance dans les jonctions 

adhérentes entre les cellules tubulaires et a pour principale fonction de maintenir la polarité 

cellulaire et de contrôler la perméabilité de l’épithélium. Enfin, la troisième zone est située au 

pôle basal des cellules. Il est constitué de courtes fibres de stress qui prennent naissance dans 

les plaques d’adhésion à la matrice extracellulaire (MEC) [135]. 

 

L’organisation cellulaire des microtubules est très différente de celle des microfilaments. 

Les microtubules sont distribués dans le cytoplasme avec les extrémités – et le centrosome 

situés sous la membrane apicale. L’orientation des extrémités + varie selon les épithéliums. 

Dans les cellules tubulaires, les microtubules sont organisés autour du noyau avec les 

extrémités + orientées vers la membrane basale [223]. Les microtubules participent aussi à la 

formation du cil primaire qui est présent à la surface des cellules tubulaires proximales. 

Toutes les cellules épithéliales rénales, à l’exception des cellules intercalaires, sont dotées 

d’un cil primaire unique à leur surface apicale. Le cil primaire est constitué d’une membrane 

qui prolonge la membrane cellulaire et d’un axonème central composé de neuf doublets de 

microtubules prenant racine dans un corpuscule basal du centrosome. Le cil primaire des 

cellules épithéliales rénales différenciées est un cil non motile qui possède des propriétés 

mécano- et chimio-sensorielles et qui contrôle ainsi l’activité cellulaire [162]. 

 

Contrairement aux cellules non polarisées où ils sont distribués à travers le cytoplasme et 

autour du noyau, les filaments intermédiaires de kératine des cellules tubulaires polarisées, 
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sont localisés principalement au niveau apical, avec quelques filaments isolés qui longent la 

membrane latérale et se fixent dans les desmosomes [150]. 

 

I.  2. 2.  ROLE DU CYTOSQUELETTE  DANS LES PATHOLOGIES  RENALES  

I.  2. 2. a.  Le syndrome d’ischémie-reperfusion 

Le syndrome d'ischémie-reperfusion rénal est une forme particulière d'inflammation qui 

résulte de modifications structurales et moléculaires que subissent les cellules tubulaires lors 

d’une phase d’ischémie suivie d’une phase de reperfusion. L’hypoxie initiale au cours de 

l’ischémie entraîne un dysfonctionnement cellulaire, réversible ou non, qui touche 

principalement l’épithélium tubulaire proximal. La production anormale de dérivés réactifs de 

l’oxygène (DROS) qui en découle modifie alors l’organisation du cytosquelette et induit la 

perte de la polarité cellulaire [222]. Les DROS entrainent la redistribution des protéines 

membranaires comme les molécules d’adhérence et la Na
+
/K

+
-ATPase vers le pôle apical de 

la cellule, la disparition de la bordure en brosse, la diminution de la réabsorption du Na
+
 et le 

détachement des cellules de la membrane basale [183]. Lorsque l’atteinte est modérée et le 

temps d’ischémie limité, les lésions peuvent disparaitre lors du retour du sang oxygéné. 

Cependant, la phase de reperfusion peut aussi induire une accélération et une exacerbation des 

ces lésions. Le retour brutal de l’oxygène après la phase de privation amplifie la production 

massive de DROS qui activent l’endothélium et favorisent le recrutement des leucocytes 

circulants et les phénomènes inflammatoires. La transplantation rénale est une situation quasi-

expérimentale d’ischémie-reperfusion rénale. Il est admis actuellement qu’une partie des 

lésions de FI-AT de la NCA résultent de l'évolution fibrosante de ce processus initial [159]. 

 

Au cours du phénomène d’ischémie-reperfusion, la réorganisation du cytosquelette touche 

principalement les filaments d’actine et les microtubules. Les filaments intermédiaires ne 

semblent pas modifiés [223]. De nombreux travaux ont mis en évidence le réarrangement de 

l’actine. Les filaments initialement apicaux forment des agrégats dans la bordure en brosse et 

le cytoplasme et les fibres basales disparaissent. L’organisation latérale est également 

perturbée ce qui entraine l’ouverture des jonctions serrées [54, 87, 130]. Ces modifications 

s’accompagnent d’une dépolymérisation des microtubules et d’une délocalisation du 

centrosome de la membrane apicale vers le cytoplasme, avec pour conséquence une 
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repolymérisation anormale et une désorganisation des microtubules dans le cytoplasme [1, 

223]. 

 

I.  2. 2. b.   Les maladies kystiques  

Les polykystoses rénales (PKR) sont des maladies génétiques hétérogènes caractérisées par 

une dilatation des tubules et la formation de kystes qui désorganisent l’architecture rénale et 

détruisent progressivement le parenchyme rénal. Les PKR sont des ciliopathies [194], causées 

par la mutation de gènes codant pour des protéines présentes dans le cil primaire et/ou le 

centrosome des cellules épithéliales tubulaires, ou pour des facteurs de transcription connus 

pour réguler l’expression de ces protéines [3, 152, 228, 235]. De récentes observations ont 

confirmé le lien entre l’appareil ciliaire-centrosomal et la PKR chez des souris privées de cils 

primaires rénaux qui développent rapidement des reins polykystiques [110]. La plus fréquente 

PKR est la polykystose autosomique dominante. Elle est liée à la mutation des gènes codant 

pour les polycystines 1 et 2 [73, 129], deux protéines majeures du cil primaire qui 

appartiennent à une voie de signalisation mécanosensible du Ca
2+

 et qui inhibent la croissance 

des cellules tubulaires [143]. Les mutations géniques des ces protéines modifient la 

signalisation intracellulaire issue du cil primaire et induisent ainsi une croissance cellulaire 

continue, une perte de la polarité planaire et la formation de kystes tubulaires [48]. 

 

I.  2. 2. c.  La réduction néphronique  

La réduction néphronique est un phénomène fréquemment observé dans les pathologies 

rénales qui se traduit par l’apparition d’atteintes glomérulaires et tubulo-interstitielles 

entrainant la destruction progressive des néphrons fonctionnels [91]. Elle s’accompagne d’une 

augmentation du flux tubulaire mise en évidence grâce au développement des nombreux 

modèles de réduction néphronique (néphrectomie totale ou partielle) et d’une augmentation 

des forces de cisaillement (« shear stress ») exercées à la surface des cellules [69, 237]. 

L’augmentation des forces de cisaillement entraine alors une modification phénotypique des 

cellules tubulaires avec une profonde réorganisation du cytosquelette d’actine, renforcé au 

niveau apical et latéral, et une redistribution des jonctions cellulaires associées [34, 41]. 
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Le cytosquelette est donc un composant cellulaire majeur qui contribue au maintien d’un 

phénotype cellulaire normal, en particuliers dans les cellules épithéliales qui doivent en 

permanence s’adapter aux contraintes extracellulaires, et dont la désorganisation peut 

conduire à l’apparition de certaines pathologies. 
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II.  LA CALCINEURINE 

 

Initialement identifiée comme un inhibiteur de l’activité calmoduline-dépendante de la 

phosphodiesterase des nucléotides cycliques [224], la calcineurine (CaN) a été isolée pour la 

première fois en 1978 par Klee et col. qui lui ont par la suite donné son nom en raison de sa 

localisation neuronale et de sa capacité à fixer le calcium [92, 93]. Ce n’est qu’une dizaine 

d’années plus tard que la véritable fonction de la CaN a été identifiée par Liu et col. qui ont 

découvert qu’elle était la cible de la ciclosporine (CsA) et du tacrolimus (FK506), deux 

puissants immunosuppresseurs [112]. Cette découverte ainsi que les recherches réalisées par 

la suite pour identifier les voies de signalisation impliquées dans l’immunosuppression ont 

permis de révéler le rôle majeur que tient la CaN dans la transduction des signaux calcium 

(Ca
2+

)-dépendants et son implication dans de nombreux processus cellulaires fondamentaux. 

 

II. 1. CARACTERISTIQUES DE LA CALCINEURINE 

II.  1. 1.  STRUCTURE  

La CaN (également appelée phosphatase 2B, PP2B) est une sérine/thréonine phosphatase, 

au même titre que les phosphatases 1, 2A et 2C, mais elle est la seule à être activée par la 

présence de Ca
2+

 et de calmoduline (CaM). La CaN est un hétéro-dimère très conservé chez 

tous les eucaryotes. Elle est constituée d’une sous-unité dite catalytique, la calcineurine A 

(CaN A) et d’une sous-unité dite régulatrice, la calcineurine B (CaN B) [171]. 

 

La CaN A (57 à 65 kDa) contient le domaine catalytique de l’enzyme. Il est suivi en C-

terminal de trois domaines régulateurs : un domaine de liaison à la CaN B, un domaine de 

liaison à la CaM et un domaine auto-inhibiteur (Figure 2). La conformation de ce dernier 

bloque l’activité de l’enzyme en l’absence de Ca
2+

 et de CaM en formant une hélice α qui 

masque le site de fixation de l’enzyme à son substrat [90]. Il existe trois isoformes de cette 

sous-unité qui sont extrêmement conservées entre les espèces : les isoformes ubiquitaires α et 

β, et l’isoforme γ qui est exclusivement testiculaire [136]. 
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La CaN B (19kDa) est constituée de 4 motifs « EF-hand » sur lesquels se fixent le Ca
2+

 avec 

une forte affinité [2]. Elle contient également un site de myristoylation du côté N-terminal qui 

semble faciliter l’interaction de la CaN avec les lipides membranaires mais dont le rôle exact 

est encore débattu [24, 49, 241]. Il existe deux isoformes de la CaN B chez les mammifères : 

l’isoforme B1 qui est ubiquitaire et qui est exprimée avec les isoformes α et β de la CaN A, et 

l’isoforme B2 retrouvée uniquement dans les testicules avec la CaN Aγ. 

 

 

 

Figure 2 : Structure et séquence de la calcineurine A. 

(d’après Rusnak et col., 2000) [171] 

 

 

II.  1. 2.   D ISTRIBUTION  

Chez les mammifères, la CaN est largement distribuée dans la plupart des tissus et des 

différents types cellulaires mais sa concentration est 10 à 20 fois plus importante dans le 

cerveau, en particulier dans l’hippocampe et le striatum [161, 171]. Les variations de 

distribution dans les autres tissus dépendent essentiellement des isoformes de chaque sous-

unité. 

Au niveau cellulaire, la CaN est majoritairement cytoplasmique, où elle peut être liée à la 

membrane plasmique ou, comme dans les neurones, aux éléments du cytosquelette [47, 232]. 
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Elle a également été localisée dans le noyau des spermatides ou des lymphocytes T en 

association avec le facteur de transcription NFAT [133, 187]. 

 

II.  1. 3.  REGULATION  

La régulation de la CaN dépend de la concentration intracellulaire de Ca
2+

 et de la présence 

de la CaM. Lorsque la concentration de Ca
2+

 dans la cellule est inférieure à 10
-7

 M, les deux 

sous-unités sont liées mais l’enzyme est inactive. Au-delà de cette concentration, et en 

présence de CaM, le complexe Ca
2+

/CaM se fixe sur la sous-unité A et modifie de manière 

réversible sa structure en dissociant le domaine auto-inhibiteur du domaine catalytique et en 

dévoilant ainsi le site actif de l’enzyme [94] (Figure 3). Le rôle et le mécanisme d’activation 

de la CaN B sont encore mal compris mais il semble que sa présence soit indispensable à 

l’activation de la CaN A et que la fixation du Ca
2+

 sur la sous-unité B ait un rôle plus 

structural que régulateur de l’activité enzymatique [126, 198]. 

 

 

 

Figure 3 : Régulation de la calcineurine. 

(d’après Shibasaki et col., 2002) [188] 

 

 

La CsA et le tacrolimus sont deux inhibiteurs synthétiques et spécifiques de la CaN. Chacun 

forme un complexe avec une isomérase qui lui est propre, la cyclophiline A (CypA) pour la 
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CsA et la protéine FKBP-12 pour le tacrolimus. Le complexe drogue-immunophiline inhibe 

alors l’activation de la CaN en se fixant sur la sous-unité A et en bloquant ainsi le changement 

de conformation nécessaire à la libération du domaine catalytique. CsA et tacrolimus se fixent 

sur des sites de liaison qui sont très proches mais distincts de la CaN A et qui chevauchent le 

domaine de liaison des deux sous-unités (Figure 3) [112]. Les domaines de liaison de la CsA 

et du tacrolimus sont très conservés de la levure à l’homme mais aucun analogue endogène 

n’a été pour l’instant identifié. Il existe en revanche des inhibiteurs endogènes qui se fixent 

sur des domaines différents : AKAP79 dont le domaine de fixation chevauche celui du 

tacrolimus [24], CHP qui est un homologue de la CaN B [111], ou encore les protéines 

Cabin1/cain et CBP1/calcipressine [98, 201]. 

 

II. 2. FONCTION IMMUNOLOGIQUE 

La première fonction décrite de la CaN est son rôle dans le contrôle de l’activation des 

lymphocytes T. Cette fonction est la cible des traitements immunosuppresseurs [112]. La 

découverte de cette fonction a également permis d’identifier le facteur de transcription NFAT 

comme le principal substrat de la CaN [78]. 

La famille NFAT est constituée de 5 protéines très conservées : NFAT1/c2, NFAT2/c1, 

NFAT3/c4, NFAT4/c3 and NFAT5/TonEBP, qui, à l’exception de NFAT5, sont 

spécifiquement activées par la CaN, en réponse à l’augmentation du Ca
2+

 intracellulaire [165]. 

La stimulation de la prolifération lymphocytaire par la CaN est liée à l’activation de NFAT4, 

exclusivement exprimé dans les lymphocytes CD
4+

/CD
8+

 [165]. 

 

En réponse à l’augmentation du Ca
2+

 intracellulaire dans les lymphocytes suite à l’activation 

du récepteur TCR/CD28, la CaN déphosphoryle NFAT dans le cytoplasme et induit ainsi sa 

translocation nucléaire. Une fois actif dans le noyau, NFAT s’associe à des facteurs co-

activateurs comme AP-1 et se fixe sur le promoteur des gènes codant pour les cytokines de la 

réponse immunitaire. De nombreuses cytokines, comme IL-2, IL-3, IL-4, TNFα, IFNγ ou 

encore Fas ligand, possèdent un domaine de liaison à NFAT au niveau de leur promoteur. 

L’activation de la transcription de ces gènes par le NFAT entraine l’expansion clonale des 

cellules T exprimant les marqueurs CD4 et CD8 et la stimulation des lymphocytes B et des 

monocytes [165] (Figure 4). 
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Figure 4 : Activation de la prolifération lymphocytaire par la calcineurine. 

(d’après Cope AP., 2002) [26] 
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II. 3. FONCTIONS NON-IMMUNOLOGIQUES 

D’une manière générale, la CaN est impliquée dans le développement de la plupart des 

organes dans lesquels elle est distribuée. Elle participe également à de nombreux processus 

cellulaires physiologiques et pathologiques (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Principales fonctions de la calcineurine. 

(d’après Shibasaki et col., 2002) [188] 

 

II.  3. 1.  ROLE DE LA CALCINEURINE DANS LE CERVEAU  

La CaN est très largement distribuée dans le cerveau, en particulier dans le striatum et 

l’hippocampe où elle est majoritairement liée aux éléments du cytosquelette ou de la 

membrane cellulaire [161].  

Elle participe à la régulation de nombreuses protéines associées au cytosquelette neuronal 

comme la tubuline, les protéines tau et MAP-2 ou encore les neurofilaments, ce qui l’implique 

non seulement dans le maintien de l’architecture neuronale mais également dans les processus 

de formation et d’élongation neuronale. 

La CaN est impliquée dans l’acquisition de la mémoire à long-terme. Son rôle a été 

confirmé chez des souris surexprimant la CaN qui présentent des déficits de la mémoire à 

long terme, ou qui, à l’inverse, montrent une amélioration des capacités d’apprentissage et de 
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mémoire lorsque la CaN est réversiblement inhibée [116, 118]. Cet effet passe entre autre par 

l’activation du facteur de transcription CREB et la modification de l’activité des récepteurs du 

NMDA [128, 232]. 

La CaN semble également jouer un rôle dans l’apparition de la maladie d’Alzheimer. En 

effet, cette maladie est caractérisée par une hyperphosphorylation anormale du facteur tau qui 

pourrait être liée à un défaut d’activité de la CaN [105]. 

Enfin, les effets neuroprotecteurs de la CsA dans certains modèles d’ischémie cérébrale 

laissent penser que la CaN est également impliquée dans les dommages cérébraux causés par 

les accidents ischémiques [186, 189]. Cependant, le rôle propre de l’inhibition de la CaN n’est 

pas encore élucidé et les effets neuroprotecteurs de la CsA pourraient être liés à l’inhibition de 

la CypA [50]. 

 

II.  3. 2.  ROLE DE LA CALCINEURINE DANS LES CELLULES 

MUSCULAIRES  

 Les tissus musculaires squelettique et cardiaque sont soumis à de fréquentes variations du 

Ca
2+

 intracellulaire qui régulent le fonctionnement des cellules. Il n’est donc pas surprenant 

que la CaN soit impliquée dans de nombreux mécanismes cellulaires dans ces tissus. Elle 

contrôle entre autre le développement des valves et du septum cardiaque [28, 164], ainsi que 

la différentiation et le remodelage des muscles squelettiques [51]. Plusieurs études ont 

également mis en évidence son rôle, principalement dépendant de l’activation de NFAT, dans 

les processus d’hypertrophie cardiaque et musculosquelettique [35, 132]. 

 

II.  3. 3.  AUTRES FONCTIONS  

Dans les autres organes, la CaN participe entre autre à la résorption osseuse, à l’activation 

des plaquettes, à la régulation de l’insulino-sécrétion ou encore à la motilité des spermatides 

[9, 153, 208, 210]. 
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III. CALCINEURINE ET REINS 

 

Alors que les fonctions cellulaires de la CaN ont été largement étudiées dans les systèmes 

immunitaire, nerveux et cardiovasculaire, peu de choses sont connues sur son rôle dans le 

rein. En effet, jusqu’à la récente mise en évidence de son implication dans le développement 

rénal, l’importance de la CaN au niveau rénal était principalement déduite des nombreux 

effets néphrotoxiques de la CsA et du tacrolimus. 

Il est cependant admis que la CaN joue un rôle central dans la régulation des signaux 

dépendants du Ca
2+

 induits par des facteurs dont le rôle est particulièrement important dans le 

rein comme l’angiotensine II (Ang II), le TGF-β ou encore de l’IGF-I. 

 

III. 1. ROLE DE LA CALCINEURINE DANS LE DEVELOPPEMENT RENAL 

La découverte du rôle de la CaN dans le développement rénal est assez récente. Elle résulte 

de la mise au point d’animaux génétiquement invalidés pour les sous-unités A ou B de la 

CaN. 

L’invalidation du gène de la CaN B au niveau du tractus urogénital est viable, mais 

l’abolition de toute activité CaN qui en découle conduit à un développement anormal des 

reins, des uretères et de la vessie, se traduisant par une diminution du péristaltisme pyelo-

urétéral et une obstruction progressive des reins [21]. De même, l’administration de CsA à des 

lapins en gestation, aux moments spécifiques du début de la néphrogenèse et de la mise en 

place de la fonction rénale, conduit à une maturation postnatale anormale des reins et à une 

diminution du nombre de néphrons fonctionnels par rapport aux animaux contrôles [211]. 

 

Le rôle propre des deux isoformes α et β de la CaN A dans le développement rénal a 

également été étudié par Gooch et col. grâce à l’établissement de souris invalidées pour l’une 

ou l’autre des isoformes [55]. Les souris CaN Aα
-/-

 présentent une maturation rénale 

postnatale anormale associée à une diminution de la prolifération cellulaire et à une 

augmentation de la mort cellulaire. A l’inverse, le développement rénal des souris CaN Aβ
-/-

 

est normal. D’une manière générale, les souris α
-/-

 sont de plus petite taille et elles présentent 

une diminution de leur masse rénale qui, au contraire de celle de la masse cardiaque, n’est pas 

proportionnelle à la diminution du poids corporel. Les atteintes rénales observées chez ces 
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souris touchent préférentiellement le cortex rénal, en particulier la zone néphrogénique, et la 

bande externe de la medulla externe. De plus, la sous-unité α semble également contrôler 

spécifiquement la prolifération des cellules mésangiales puisque les souris invalidées 

montrent une diminution de ces cellules accompagnée d’une augmentation de la mort 

cellulaire, alors que les cellules endothéliales et épithéliales persistent.  

Le rôle de la CaN Aα semble donc être prépondérant sur celui de la CaN Aβ avec une action 

sur la maturation rénale postnatale et non durant le développement embryonnaire. En effet, les 

atteintes sont modérées et sans conséquence fonctionnelle à la naissance mais elles 

progressent et deviennent plus prononcées durant les premières semaines de la vie, limitant 

ainsi la maturation terminale du tissu rénal. Les atteintes fonctionnelles apparaissent 

également tardivement. Elles se traduisent par une augmentation de la créatinine sérique, une 

diminution de la créatinine urinaire et par des dépôts excessifs de MEC. 

Comme les deux isoformes contribuent à l’activité globale de la CaN chez les animaux 

sauvages, il semble que l’activité de la sous-unité α soit primordiale pour permettre le 

développement rénal. Il est possible que la sous-unité β intervienne préférentiellement dans 

un autre processus rénal encore non identifié. Une autre explication serait que la sous-unité α 

soit capable de compenser l’activité de la sous-unité β mais que l’inverse soit impossible. 

 

III. 2. TOXICITE DES INHIBITEURS DE LA CALCINEURINE 

La CsA et le tacrolimus exercent les mêmes effets fibrogéniques et induisent le même type 

de lésions histologiques rénales, même si celles-ci semblent être moins importantes avec le 

tacrolimus [14]. Nous prendrons, dans ce travail, la CsA comme exemple pour décrire cette 

néphrotoxicité. 

III.  2.  1.  NEPHROTOXICITE DE LA CICLOSPORINE  

La CsA présente deux formes de néphrotoxicité, l’une fonctionnelle et l’autre structurale. 

La néphrotoxicité fonctionnelle est une toxicité aigue, réversible et dose dépendante, qui 

apparaît même aux doses thérapeutiques et ne présente aucun signe histologique. Les troubles 

fonctionnels sont liés à un déséquilibre hémodynamique conduisant à une vasoconstriction 

intrarénale intense [10]. Les conséquences de cette vasoconstriction sont une diminution du 
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débit sanguin rénal, une augmentation des résistances vasculaires et une diminution variable 

du débit de filtration glomérulaire. 

La toxicité structurale est quant à elle liée à l’exposition à long terme du rein à la CsA. Elle 

se traduit par l’apparition d’atteintes irréversibles des tissus vasculaires, glomérulaires et 

tubulo-interstitiels qui conduisent progressivement à la destruction du parenchyme rénal. Le 

premier signe histologique de cette toxicité est la vacuolisation des cellules musculaires lisses 

et des cellules endothéliales des artérioles afférentes. A un stade plus avancé, les cellules se 

nécrosent et sont remplacées par des dépôts de matériel protéique conduisant à 

l’épaississement des parois vasculaires et au développement d’une hyalinose artériolaire. Au 

stade terminal, ces dépôts protéiques provoquent une sténose des artérioles et la formation de 

thrombus fibrineux qui induisent une hypoxie tissulaire. Ces lésions vasculaires sont associées 

à des atteintes glomérulaires et tubulo-interstitielles irréversibles : glomérulosclérose, atrophie 

tubulaire, et fibrose interstitielle principalement. 

 

III.  2.  2.  PHYSIOPATHOLOGIE  

Les mécanismes exacts de la néphrotoxicité ne sont pas encore élucidés mais un grand 

nombre de facteurs, tous modifiés par l’administration de CsA, sont impliqués dans la genèse 

de ces lésions (Figure 6). L’apparition des atteintes rénales résulte en partie de la 

vasoconstriction intrarénale prolongée et de l’hypoxie cellulaire qu’elle induit, mais aussi de 

l’activation du système rénine/angiotensine/aldostérone (SRAA) et de l’augmentation de la 

synthèse intrarénale des facteurs de croissance [13]. 
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Figure 6 : Physiopathologie de la néphrotoxicité de la ciclosporine. 

(d’après Bodadilla et col., 2007) [13] 

 

 

III.  2.  2.  a.  Vasoconstriction  

La vasoconstriction est essentiellement pré-glomérulaire. Elle est la conséquence d’une part 

de l’augmentation de facteurs vasoconstricteurs comme l’endothéline, le thromboxane et 

l’Ang II [96, 157, 158, 214], et d’autre part de la diminution de facteurs vasodilatateurs 

comme le monoxyde d’azote (NO) et la prostacycline [11, 12, 115, 157, 218]. Ce déséquilibre 

induit une diminution du débit plasmatique rénal et du coefficient d’ultrafiltration qui conduit 

à la diminution du débit de filtration glomérulaire [10-12]. 

 

En plus de son rôle dans la néphrotoxicité fonctionnelle, la vasoconstriction prolongée liée à 

l’exposition à long terme à la CsA, contribue également à l’apparition des atteintes 

histologiques de la néphrotoxicité structurale, par l’intermédiaire de l’hypoxie rénale qu’elle 

provoque et de la production de DROS qui aggrave les lésions cellulaires et favorise 

l’apoptose [11, 115]. 
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III.  2.  2.  b.  Stimulation du système rénine-angiotensine-

aldostérone 

L’implication potentielle du SRAA a été révélée lors du développement des modèles murins 

de néphrotoxicité chronique de la CsA qui nécessitent, en plus d’une forte dose de CsA, un 

régime hyposodé pour que se développent des lésions comparables à celles présentes dans les 

biopsies des patients [37, 77]. 

La CsA favorise la synthèse de l’Ang II en stimulant l’expression de la rénine à la fois au 

niveau systémique et au niveau rénal [185]. L’Ang II joue alors un rôle majeur dans la 

néphrotoxicité. En effet, l’inhibition de l’enzyme de conversion ou du récepteur AT-1 

prévient la progression des atteintes rénales à la fois fonctionnelles et morphologiques 

induites par la CsA [99]. De plus, l’infusion d’Ang II chez le rat induit des modifications 

histologiques rénales similaires à celles associées à la CsA [81]. 

L’Ang II est un facteur de croissance rénale et un puissant peptide vasoconstricteur qui 

participe au déséquilibre hémodynamique. Elle contribue également à l’apparition des 

atteintes structurales, en particulier la fibrose, en activant les cellules mésangiales, les cellules 

tubulaires et les fibroblastes interstitiels et en favorisant ainsi les processus inflammatoires et 

la production excessive des protéines de la MEC [125]. Enfin, elle conduit à la formation de 

l’aldostérone dont le rôle, ainsi que celui des récepteurs aux minéralocorticoïdes, est 

également prépondérant dans le développement de la néphrotoxicité structurale [13]. Feria et 

col. ont en effet montré que l’inhibition du récepteur de l’aldostérone chez des rats recevant 

de la CsA et présentant des signes de néphrotoxicité chronique, réduisait les lésions de FI-AT, 

et prévenait entièrement la diminution de la clairance de la créatinine [46]. Ces résultats 

suggèrent donc que l’aldostérone a un rôle de médiateur à la fois dans les atteintes 

fonctionnelles et dans les atteintes structurales. Il a par la suite été démontré que ces effets 

étaient liés à la prévention de la diminution de la filtration glomérulaire et au rétablissement 

d’un débit sanguin rénal normal [122]. 

III.  2.  2.  c.  Stimulation des facteurs de croissance  

De nombreuses études expérimentales et cliniques ont mis en évidence l’augmentation du 

TGF-β induite par la CsA et l’implication de cette augmentation dans les effets 

néphrotoxiques de celle-ci [46, 88, 119, 190, 196, 219]. Au niveau rénal, le TGF-β est sécrété 

par les macrophages interstitiels, les fibroblastes et les cellules tubulaires épithéliales. Il joue 

un rôle majeur dans l’initiation de la fibrose rénale en stimulant directement la production des 
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protéines de la MEC et en diminuant la production des collagénases [76]. Cependant, aucune 

modification de la fibrose tubulo-interstitielle n’a été observée après l’administration 

d’anticorps anti-TGF-β dans plusieurs modèles expérimentaux présentant des lésions rénales 

avancées [76]. En revanche la neutralisation du TGF-β induit une amélioration de la clairance 

de la créatinine et réduit la hyalinose artériolaire dans ces mêmes modèles [76]. Des 

concentrations élevées de TGF-β sont également retrouvées dans les biopsies rénales de 

patients transplantés et traités par la CsA [19, 169]. 

 

Le VEGF est un autre facteur de croissance dont la synthèse est modulée par la CaN et dont 

l’expression est directement modifiée par son inhibition. L’augmentation de l’expression de 

VEGF par la CsA participe à la néphrotoxicité en favorisant le développement des lésions 

endothéliales et les processus inflammatoires. De plus, son expression est indirectement 

augmentée par le blocage du NO et par la stimulation de l’Ang II [220]. 

 

III.  2.  3.  PRINCIPAUX EFFETS CELLULAIRES  

III.  2.  3.  a.  Apoptose et  Sénescence cellulaire  

D’importants phénomènes d’apoptose ont été identifiés chez les patients transplantés 

recevant de la CsA depuis plusieurs années. Ces effets ont été reproduit à la fois in vitro dans 

plusieurs modèles cellulaires et in vivo chez le rat [61, 101, 151, 213]. L’apoptose induite par 

la CsA est préférentiellement liée à la voie intrinsèque. Elle est la conséquence de différentes 

modifications : l’augmentation de la synthèse des DROS, la diminution de l’expression de 

Bcl-2, l’augmentation et la translocation de Bax vers les mitochondries et l’activation du 

facteur de transcription p53. La CsA induit également une augmentation de l’expression de 

Fas et des caspases 2, 9 et 3 des cellules tubulaires [184]. 

 

La sénescence cellulaire est l’arrêt permanent de la croissance d’une cellule en phase G1 du 

cycle cellulaire. Elle est la conséquence d’un raccourcissement, à chaque cycle cellulaire, des 

télomères. Après un certain nombre de division, la cellule cesse de se diviser mais reste 

vivante et métaboliquement active. La CsA favorise ce processus dans les cellules 

mésangiales et les cellules tubulaires en augmentant la production de peroxyde d’oxygène 

cytotoxique qui dégrade l’ADN à la fois par une action directe et par un raccourcissement des 
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télomères. Elle favorise également la synthèse de facteurs d’activation de la sénescence 

cellulaire comme p53 et p16 [80]. 

 

III.  2.  3.  b.  Remodelage de la matrice extracellulaire  

De nombreuses études ont mis en évidence le rôle néfaste de la CsA sur le remodelage de la 

MEC ainsi que son implication dans l’initiation et la progression de la fibrose rénale observée 

à long terme. En plus des effets pro-fibrotiques de l’Ang II et de TGF-β, la CsA favorise la 

synthèse des protéines de la MEC comme les collagènes I et IV et la fibronectine [38, 119]. 

Elle ralentit également leur dégradation en augmentant l’expression et/ou l’activité des 

inhibiteurs des métalloprotéases TIMP-1 et TIMP-2 [36, 39, 119] et de l’inhibiteur du 

plasminogène PAI-1 [36, 76, 190]. 

 

 

III. 3. MODIFICATIONS DU CYTOSQUELETTE DES CELLULES RENALES PAR 

LES INHIBITEURS DE LA CALCINEURINE 

Il existe peu d’études concernant les effets de la CsA sur l’organisation du cytosquelette des 

cellules rénales. La plupart des travaux portent en fait sur les protéines associées au 

cytosquelette plutôt que sur le cytosquelette lui-même. Les études montrent un certain nombre 

de modifications induites par la CsA comme une diminution de l’expression de la protéine 

d’adhésion cellulaire E-cadhérine [119, 195], une délocalisation de la protéine de jonction 

ZO-1 [195] ou encore une augmentation anormale de la présence de villine dans les 

surnageants cellulaires [240]. Une seule équipe a mis en évidence une réorganisation du 

cytosquelette d’actine induite par la CsA dans les cellules tubulaires proximales mais sans 

pour autant en expliquer les mécanismes [195]. Faul et col. ont récemment montré une 

modification de l’organisation de l’actine induite par la CsA dans les podocytes. En 

recherchant les mécanismes impliqués, ils ont identifié une nouvelle voie de signalisation de 

la CaN qui, par l’activation de la synaptopodine, contrôle l’organisation du cytosquelette 

d’actine dans ces cellules [45]. 
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IV. HYPOTHESE DE TRAVAIL 

Après avoir réalisé une synthèse de la littérature concernant les effets de l’inhibition de 

l’activité de la CaN sur le cytosquelette, principalement dans les neurones, les cardiomyocytes 

et les podocytes, nous avons émis l’hypothèse que les inhibiteurs de la CaN, en dehors de tout 

effet toxique, pouvaient également induire une modification de l’organisation du cytosquelette 

des cellules tubulaires proximales, avec pour conséquence un fonctionnement anormal de ces 

cellules dans leur environnement et une altération de leur capacité d’adaptation pouvant 

contribuer à l’établissement de situations pathologiques comme la NCA. 

 

Le but de ce travail était donc d’étudier l’organisation du cytosquelette, en particulier les 

microfilaments d’actine, dans des cellules tubulaires proximales exposées à la CsA ou au 

tacrolimus, de rechercher les voies de signalisation impliquées dans d’éventuelles 

réorganisations et d’identifier les conséquences de ces modifications sur l’un des systèmes 

impliqués dans le remodelage de la MEC, le système fibrinolytique. 
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CHAPITRE   II :   TRAVAUX PERSONNELS 
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I. REGULATION DE L’ORGANISATION DU CYTOSQUELETTE PAR 

LA CALCINEURINE 

 

Depuis la découverte du rôle de la CaN dans la réponse immunitaire, de nombreuses études, 

en particulier dans le cerveau, le cœur et plus récemment dans les podocytes ont permis de 

révéler son rôle dans un grand nombre de phénomènes non immunologiques physiologiques 

ou pathologiques, dont certains sont assurés par la réorganisation du cytosquelette. La CaN 

est ainsi impliquée dans le contrôle du développement et de l’élongation neuronale, dans 

l’hypertrophie des cellules musculaires ou encore dans le maintien de l’intégrité de la 

structure des podocytes. 

 

La description de ces propriétés non immunologiques a également permis d’identifier de 

nouvelles cibles de la CaN parmi lesquelles se trouvent des protéines de régulation du 

cytosquelette comme la cofiline, la protéine WASP-1 ou encore la synaptopodine. La 

découverte de ces nouveaux substrats ouvre ainsi de nouvelles perspectives d’étude des effets 

de la CaN, parallèlement à ses effets dépendants de l’activation de NFAT plus classiquement 

décrits. La régulation de ces protéines liées à l’actine permet ainsi à la CaN de contrôler 

directement l’organisation du cytosquelette qui joue un rôle essentiel dans le maintien du 

phénotype des cellules, en particulier dans les cellules épithéliales où il contrôle l’organisation 

hautement spécialisée de ce type cellulaire. 

 

En préambule de l’étude concernant les effets de la CaN sur le cytosquelette des cellules 

tubulaires rénales, nous avons recensé l’ensemble des données publiées concernant le contrôle 

du cytosquelette par la CaN et par ses inhibiteurs, ainsi que les différentes voies 

intracellulaires impliquées dans ces effets. 

 

Cette revue fait l’objet d’une publication dans le Journal of Cellular and Molecular 

Medecine. 
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II. MODIFICATIONS DE L’ORGANISATION DU CYTOSQUELETTE 

D’ACTINE ET DE L’EXPRESSION DU TPA INDUITES PAR LA 

CICLOSPORINE DANS LES CELLULES TUBULAIRES RENALES 

 

Contexte et Objectifs 

De nombreuses études ont récemment mis en évidence les propriétés non immunologiques 

de la CsA dans différents types cellulaires. Dans les podocytes, Faul et col. ont montré que la 

CsA induisait une réorganisation du cytosquelette d’actine en prévenant la dephosphorylation 

de la synaptopodine par la CaN, ce qui pourrait expliquer ses propriétés anti-protéinuriques 

utilisées dans le traitement des syndrome néphrotiques [45]. 

 

Le but de notre étude était d’identifier si la CsA pouvait modifier l’organisation du 

cytosquelette des cellules tubulaires proximales, et si ces éventuelles modifications pouvaient 

être impliquées dans les phénomènes de fibrose interstitielle couramment observés dans les 

greffons rénaux exposés à la CsA. 

 

Protocol expérimental 

Cette étude a été menée sur des cellules tubulaires proximales de porc de la lignée LLC-

PK1. Elle a été réalisée en deux temps : l’analyse des effets de la CsA sur le cytosquelette 

d’actine et sur les protéases impliquées dans la dégradation de la MEC dans un premier 

temps, et l’identification des voies de signalisation intracellulaire impliquées dans les effets 

observés dans un second temps. 

 

Dans la première partie de l’étude, les cellules confluentes ont été exposées à la CsA (5 µM) 

pendant 24h. Les microfilaments d’actine ont été marqués par la phalloidine fluorescente et 

analysés en microscopie confocale. Les résultats ont été confrontés à l’analyse in vivo de 

l’organisation du cytosquelette d’actine des tubules proximaux dans des biopsies rénales de 

patients exposés à la CsA comparés à des biopsies témoins. 

 

L’expression relative des protéases (tPA, uPA, PAI-1 et MMP) a été mesurée par PCR en 

temps réel selon la méthode des delta-delta-Ct. L’analyse des protéines et de leur activité 
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protéolytique a été réalisée dans les surnageants cellulaires par western-blot et zymographie 

respectivement. 

La deuxième partie du travail portait sur l’étude des voies de signalisation. La voie du 

NFAT a été étudiée en remplaçant la CsA par un inhibiteur spécifique du NFAT : le peptide 

VIVIT (1 µM). L’étude de la voie de signalisation dépendante de la cofiline a été réalisée en 

traitant les cellules avec la CsA et le peptide S3-R (100 µg/ml), développé pour inhiber la 

phosphorylation de la cofiline. L’analyse du cytosquelette et des protéases a été réalisée 

comme décrit dans la première partie de l’étude. 

L’ensemble des techniques utilisées est détaillé en Annexes 1 et 2. 

 

Résultats 

Les cellules LLC-PK1 exposées à la CsA montrent un réarrangement du cytosquelette 

d’actine se traduisant par un renforcement du réseau latéral et par l’apparition de nombreuses 

fibres de stress cytosoliques au niveau basal. In vivo, les biopsies de patients exposés à la CsA 

montrent également une redistribution du réseau d’actine du tube proximal avec un 

renforcement de la bordure en brosse. Ces modifications s’accompagnent d’une diminution de 

l’expression et de l’activité du tPA, indépendamment de l’effet inhibiteur du PAI-1. Les effets 

de la CsA n’ont pas été reproduits avec le traitement par le peptide VIVIT mais ils ont été 

neutralisés par l’exposition au peptide S3-R. 

 

Conclusion 

Cette étude montre que la CsA, en dehors de tout effet toxique, modifie le cytosquelette 

d’actine des cellules tubulaires proximales rénales, indépendamment de la voie du NFAT 

mais en lien avec une modification de l’état de phosphorylation de la cofiline. La 

réorganisation de l’actine et l’inhibition spécifique du système fibrinolytique qui 

l’accompagne pourraient ainsi jouer un rôle dans les modifications phénotypiques des cellules 

épithéliales observées au cours de la NCA et dans l’apparition de la fibrose interstitielle dans 

les greffons rénaux. 

 

Ce travail fait l’objet d’une publication en cours de soumission au American Journal of 

Transplantation. 
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III. EFFETS DU LE TACROLIMUS SUR LES CELLULES 

TUBULAIRES PROXIMALES 

 

Objectifs 

Comme la CsA, le tacrolimus est un inhibiteur de la CaN mais sa structure est très différente 

et l’inhibition de la CaN passe par sa liaison à la protéine FKBP12 et non à la CypA. 

Dans cette troisième partie du travail, nous avons regardé si l’exposition au tacrolimus 

reproduisait les effets de la CsA sur l’organisation du cytosquelette et sur le système 

fibrinolytique des cellules tubulaires proximales.  

Ce travail a pour but d’appuyer l’hypothèse selon laquelle les effets observés avec la CsA 

sont liés à l’activité de la CaN ou, dans le cas contraire, de mettre en avant un éventuel effet 

dépendant de l’activité des immunophilines. 

 

 

Protocol expérimental 

Dans cette partie, nous avons reproduit, avec le tacrolimus, l’étude du cytosquelette ainsi 

que celle du système fibrinolytique décrites avec la CsA dans le chapitre précédent. 

 

 

Résultats 

Dans un premier temps, le dosage des concentrations intracellulaires de tacrolimus a permis 

de choisir la dose de 0.05 µM pour traiter les cellules afin d’obtenir après 24h d’exposition 

une concentration similaire à celle observée chez les patients traités avec le tacrolimus au 

moment du pic de concentration sanguine (0.01 µM ± 4%) (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Dosage des concentrations intracellulaires de tacrolimus dans les cellules 

LLC-PK1 par TFC-MS/MS. 

Concentration dans le milieu 

de culture (µM) 

Concentration intracellulaire 

(µM) 

0 n.d. 

0.05 0.01 ± 4% 

5 0.41 ± 15% 

                                  (n.d. : non déterminé) 

 

 

 

Au cours de ce travail, nous avons montré que la dose de 0.05 µM de tacrolimus, à l’image 

de la dose de 5 µM de CsA, diminuait l’expression et l’activité du tPA dans les cellules 

tubulaires proximales (Figure 15A). En revanche, les effets du tacrolimus sur les MMP 

diffèrent de ceux observés avec la CsA puisque l’exposition au tacrolimus favorise 

l’expression et l’activité de ces protéases (Figure 15B). Enfin, à la différence de ce que nous 

avons observé avec la CsA, le tacrolimus ne modifie pas l’organisation du cytosquelette 

d’actine (Figure 16).  

Il existe cependant avec le tacrolimus une toxicité cellulaire significative dès la 

concentration de 0,05 µM qui pourrait interférer avec les résultats (Figure 17). 
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Figure 15 : Effets du tacrolimus sur les activateurs du plasminogène (A) et les 

métalloprotéases (B). 

Les cellules LLC-PK1 confluentes ont été exposées à 0.05 µM de tacrolimus 

pendant 24h. L’expression relative des gènes cibles (tPA, uPA, PAI-1, MMP-2 et 

MMP-9) a été mesurée avec la GAPDH comme gène de référence par PCR 

quantitative en temps réel après extraction des ARN. L’expression et l’activité 

protéolytique des protéines ont été mesurées respectivement par western blot et 

par zymographie dans les surnageants cellulaires concentrés. Les résultats sont 

issus de trois expériences indépendantes et sont exprimés en pourcentages par 

rapport aux valeurs témoins (test t unilatéral, *p<0.01). 
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Figure 16 : Effets du tacrolimus sur l’organisation du cytosquelette d’actine. 

Les cellules LLC-PK1 confluentes ont été exposées à 0.05 µM de tacrolimus 

pendant 24h. (A) Les filaments d’actine ont été marqués par la phalloidine-TRITC 

et analysés en microscopie confocale (x100). Les images sont représentatives de 

trois expériences indépendantes. (B) Le contenu cellulaire en F-actine a été 

mesuré par spectrofluorométrie (excitation 540 nm ; émission 590 nm) après 

extraction de la phalloidine-TRITC couplée à l’actine par du méthanol. Les 

résultats sont issus de trois expériences indépendantes et sont exprimés en 

pourcentages par rapport aux valeurs témoins. 
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Figure 17 : Cytotoxicité du tacrolimus dans les cellules LLC-PK1. 

Le test de viabilité cellulaire (test MTT) a été réalisé dans les cellules LLC-PK1 

exposées au tacrolimus pendant 24h (0.05 µM et 5 µM). Les résultats sont issus 

de trois expériences indépendantes et sont exprimés en pourcentages par rapport 

aux valeurs témoins (test-t unilatéral, *p<0.01).  
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Conclusion 

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont permis de mettre en évidence les effets 

divergents du tacrolimus et de la CsA sur l’organisation du cytosquelette des cellules 

tubulaires proximales.  

Plusieurs explications peuvent être proposées à ce stade. La première est que la toxicité 

observée dès la dose la plus faible de tacrolimus ne permette pas d’atteindre les 

concentrations suffisantes pour induire une modification visible du réseau d’actine alors 

même que les voies de signalisation intracellulaire ont déjà été modifiées. La seconde est que 

les effets de la CsA et du tacrolimus sur le cytosquelette et le système fibrinolytique ne 

résultent pas exclusivement de l’inhibition de l’activité phosphatase de la CaN mais de leur 

interaction dans le complexe tri-moléculaire avec la CaN et leurs immunophilines respectives, 

la CypA pour la CsA et la protéine FKBP12 pour le tacrolimus. Il a ainsi été montré que la 

CsA et le tacrolimus n’avaient pas le même effet sur la maturation intracellulaire de la hensin 

du fait des rôles différents de la CypA et de la protéine FKPB12 [156]. 

Ces premiers résultats justifient la poursuite de l’analyse fine du rôle respectif de la CaN et 

des immunophilines dans les effets observés dans les cellules tubulaires proximales. Ils 

devront aussi être étendus à l’analyse du cytosquelette des podocytes où l’utilisation de la 

CsA est large pour rétablir une organisation satisfaisante des pédicelles podocytaires, 

utilisation qui ne s’étendrait pas au tacrolimus si les résultats que nous avons obtenus sur le 

réseau d’actine des cellules tubulaires proximales se confirment. 
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CHAPITRE   III :   CONCLUSION 

GENERALE ET DISCUSSION 
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Au cours de ce travail, nous avons montré que la CsA modifie le phénotype des cellules 

tubulaires rénales en perturbant l’organisation du cytosquelette, et que ces modifications 

peuvent participer à l’apparition des lésions fibrosantes observées dans les greffons rénaux 

après la transplantation. 

 

L’implication de la CaN dans le contrôle de l’organisation du cytosquelette est bien décrite 

dans le cerveau et dans le cœur, mais peu de choses ont été démontrées au niveau rénal. A ce 

jour, seul le travail de Faul et col. a mis en évidence dans les podocytes une régulation de 

l’actine par la CaN grâce à son effet direct sur la synaptopodine [45]. Au niveau tubulaire, nos 

résultats sont en accord avec la seule étude décrivant une réorganisation de l’actine induite par 

la CsA dans des cellules tubulaires proximales [38]. Cependant, notre étude est la première à 

identifier en la cofiline une voie de signalisation potentiellement impliquée dans cette 

réorganisation. La cofiline est une protéine de liaison à l’actine qui favorise la 

dépolymérisation des microfilaments et dont l’activation est induite par la dephosphorylation 

de la phosphatase slingshot (SSh) par la CaN. L’activation de la cofiline par la CaN a été 

démontrée dans les neurones et dans les plaquettes mais il n’existait jusqu’à présent aucune 

évidence de cette activation dans les cellules rénales. Nos résultats nécessitent cependant 

d’être complétés par l’étude de l’ensemble de la voie de signalisation intracellulaire liant la 

CaN et la cofiline dans les cellules tubulaires proximales. L’implication de la SSh, démontrée 

dans les neurones et les plaquettes, devra être confirmée dans les cellules rénales par 

l’utilisation en particulier de siRNA spécifique de cette protéine.  

 

Le cytosquelette est un composant cellulaire essentiel des cellules tubulaires proximales 

puisqu’il participe au maintien de l’organisation cellulaire spécifique (domaine basal/domaine 

apical, bordure en brosse) et permet l’adaptation aux variations du flux tubulaire qui les 

recouvre. Essig et col. ont mis en évidence une réorganisation du cytosquelette d’actine des 

cellules tubulaires proximales lorsque celles-ci sont soumises à une augmentation du flux 

tubulaire [41]. Il est donc vraisemblable que les cellules tubulaires dont le cytosquelette est 

renforcé latéralement par l’exposition à la CsA perdent leurs propriétés d’élasticité et de 

déformabilité nécessaires à leur adaptation aux contraintes extracellulaires. Ces modifications 

pourraient ainsi entrainer une réponse inadaptée des cellules tubulaires à l’augmentation du 

flux tubulaire et à la situation de rein fonctionnel unique inhérentes à la transplantation rénale. 

L’utilisation de modèles de réduction néphronique, à la fois in vitro par exposition des 

cellules LLC-PK1 à un flux laminaire d’intensité croissante et in vivo avec le développement 
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de modèles animaux d’uni-néphrectomie ou de néphrectomie subtotale, permettrait de 

confirmer cette hypothèse en étudiant les effets des inhibiteurs de la CaN sur la réorganisation 

du cytosquelette induite par l’augmentation du flux tubulaire. 

Enfin, comme les trois types de filaments qui composent le cytosquelette sont étroitement 

liés et s’organisent de manière interdépendante, il parait également intéressant d’étudier les 

effets des inhibiteurs de la CaN sur l’organisation des filaments intermédiaires et des 

microtubules dans les cellules tubulaires rénales. Des travaux dans ce sens sont actuellement 

en cours dans notre laboratoire. Les premiers résultats montrent un réarrangement des 

filaments de cytokératine induit par la CsA mais l’étude approfondie des mécanismes 

impliqués dans cet effet doit encore être réalisée. 

 

Au cours de ce travail, nous avons également mis en évidence l’inhibition du système 

fibrinolytique par les inhibiteurs de la CaN. A l’image de ce qui a été montré par Essig et col. 

dans les cellules tubulaires soumises à une augmentation des forces de cisaillement, la 

diminution du tPA est indépendante d’un effet sur le PAI-1 et semble être liée à la 

réorganisation du cytosquelette induite ici par la CsA. Cette idée est renforcée par la 

neutralisation des effets de la CsA sur le tPA lors de la perturbation du cycle de re-

phosphorylation de la cofiline. Les mécanismes cellulaires exacts reliant l’organisation du 

cytosquelette à l’expression des gènes ne sont pas élucidés mais nous avons montré qu’ils 

n’étaient pas liés à l’activation du facteur de transcription NFAT dans les cellules tubulaires 

proximales. En revanche, plusieurs éléments laissent penser qu’ils pourraient être associés à la 

co-activation des facteurs de transcription MRTF et SRF comme cela a été démontré dans les 

cellules cardiaques et vasculaires [154]. En effet, cette voie de signalisation est activée par la 

polymérisation de l’actine dans les cellules LLC-PK1 et elle est impliquée dans les 

phénomènes de transition épithélio-mésenchymateuse [44]. Par ailleurs, l’expression de l’uPA 

ainsi que celle du PAI-1 sont régulées par le complexe MRTF-SRF dans les fibroblastes 

pulmonaires grâce à la présence du domaine de fixation du SRF dans le promoteur de ces 

gènes, et de nombreux autres gènes, également régulés par le complexe MRTF-SRF sont 

impliqués dans le remodelage de la MEC [239]. Il serait donc intéressant d’étudier l’état 

d’activation de cette voie dans des cellules exposées à la CsA et son rôle dans la régulation de 

l’expression du tPA. 

Le tPA est un activateur du plasminogène qui participe au remodelage de la MEC en 

favorisant la synthèse de la plasmine et qui a été récemment impliqué dans l’activation des 

myofibroblastes rénaux par le biais de son récepteurs LRP1 [71]. Les conséquences possibles 
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de la diminution de l’activité protéolytique du tPA sont donc complexes avec d’une part le 

développement de la fibrose interstitielle du fait d’une dégradation insuffisante de la MEC et 

d’autre part une moindre activation des myofibroblastes interstitiels. Cependant, le tPA a 

aussi été impliqué dans l’activation par clivage du PDGF-CC, permettant ainsi l’action 

trophique de ce facteur de croissance sur les cellules [166]. Le PDGF-CC est exprimé dans le 

rein et son récepteur est présent sur les cellules tubulaires proximales. Il est possible 

d’envisager que la diminution du tPA, en réduisant l’activation locale du PDGF-CC, 

diminuerait l’action de ce facteur de croissance et favoriserait ainsi l’atrophie tubulaire 

fréquemment observée au cours de la dysfonction chronique du greffon. 

 

Il convient aussi de poursuivre l’étude du rôle spécifique des immunophilines, et en 

particuliers de la CypA, dans les effets sur le cytosquelette et le système fibrinolytique 

observés en présence de CsA. En effet, les premiers résultats que nous avons obtenus avec le 

tacrolimus sont divergents de ceux obtenus avec la CsA sur l’organisation du cytosquelette. 

Comme précédemment discuté il est possible que la dose de tacrolimus ait été insuffisante 

pour exercer un effet sur le cytosquelette, mais plusieurs études suggèrent que la CypA peut 

en elle-même modifier l’organisation du cytosquelette. La CypA possède une activité 

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (PPI) qui a déjà été impliquée dans le contrôle de 

l’organisation du cytosquelette d’actine de cellules issues d’ostéosarcomes [17] et de cellules 

rénales [156]. De plus, certains effets néphrotoxiques de la CsA ont récemment été rattachés à 

l’inhibition de l’activité PPI de la CypA. Il a ainsi été montré que la surexpression de la CypA 

chez les souris génétiquement modifiées neutralise les effets néphrotoxiques de la CsA et que 

la production de DROS ou l’acidose tubulaire distale induites par la CsA étaient liées à 

l’inhibition de l’activité PPI de la CypA [67, 68, 229]. Même s’il n’existe à ce jour aucune 

donnée publiée, il est donc possible que la CypA soit également impliquée dans les effets 

délétères de la CsA sur le cytosquelette des cellules tubulaires rénales. Cette hypothèse pourra 

être étudiée dans notre modèle d’étude par l’utilisation d’agents pharmacologiques inhibant 

spécifiquement la CypA ou par invalidation génique à l’aide de siRNA.  

 

En conclusion, ce travail permet de formuler un certain nombre d’hypothèses sur les 

mécanismes physiopathologiques qui participent à la détérioration progressive de la structure 

et de la fonction des cellules tubulaires proximales après la transplantation rénale et sur la 

contribution des inhibiteurs de la CaN dans ce processus. La validation de ces hypothèses par 

des travaux futurs permettra d’élaborer de nouvelles stratégies immunosuppressives dénuées 
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d’effets délétères sur les cellules rénales et ainsi capables de prévenir la dysfonction 

chronique du greffon et l’échec de la transplantation rénale à long terme. 
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ANNEXE 1 : MÉTHODES 

 

Culture cellulaire 

Les cellules tubulaires proximales de porc proviennent de la lignée LLC-PK1 établie par 

Hull et col. [74] et ont été obtenues auprès de l’ATCC (CL-101). Elles ont été cultivées à 

37°C en atmosphère définie (5% CO2, 95% air) dans un milieu de culture [D-

MEM/F12/glutaMAX
TM

] complété d’Hepes (15 mM) ; de NaHCO3 (13.5 mM), de pénicilline 

(50 U/ml), de streptomycine (50 µg/ml), de sodium sélénite (50 nM) et de 5% de SVF. 

24h avant le traitement par les agents pharmacologiques, le SVF a été retiré et remplacé par 

un mélange hormonal afin de faciliter la différentiation épithéliale des cellules constitué 

d’insuline (25 µg/ml), de transferine (10.5 µg/ml), de dexamethasone (0.1 µM), de 

triiodothyronine (5 nM) et de desmopressine (0.1 µM)]. 

 

Dosage intracellulaire de la CsA 

Après deux lavages avec du HBSS glacé, les cellules ont été lysées dans du PFA (1%, pH7 ; 

15 min à 37°C), grattées, centrifugées (13 000 rpm, 10 min) et conservées à -20°C jusqu’à 

analyse. Le dosage des inhibiteurs de la CaN dans les lysats cellulaires a été réalisé par 

chromatographie à flux turbulent couplée à la spectrométrie de masse en tandem, selon la 

méthode précédemment décrite par Sauvage et col. pour les échantillons sanguins et adaptée à 

l’incubation in vitro [179]  

 

Test MTT 

Le test de viabilité cellulaire a été réalisé selon la méthode décrite par Janjic et Wollheim 

[79]. Ce test est un indicateur de l'intégrité et de l'activité mitochondriale, assimilable à une 

mesure de la vitalité cellulaire, basé sur l'activité la succinate déshydrogénase. 

Après le traitement par les différents agents pharmacologiques, le MTT a été ajouté au 

milieu de culture (concentration finale 2 mg/ml) et les cellules ont été placées pendant 4 h 

dans le noir à 37°C. Après élimination des surnageants cellulaires, les cristaux de formazan 

formés par la dégradation du MTT par la succinate deshydrogénase ont été dissous par un 

mélange d’isopropanol/HCl, (95:5 vol/vol) pendant 2 h dans le noir à 37°C. La conversion du 

MTT en formazan a été mesurée par spectrophotométrie à 540 nm en retirant le bruit de fond 

mesuré à 670 nm. 
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Marquage de l’actine 

Les cellules, cultivées sur des lamelles de verre, ont été incubées en présence des différents 

agents pharmacologiques pendant 24 h. A la fin de la période d’incubation, les cellules ont été 

fixées avec du formaldéhyde (4% / PBS, 10 min.), perméabilisées avec du Triton X100 (0,1% 

/ PBS, 5 min.) puis marquées par la phalloidine fluorescente (phalloidine-TRITC, 1:1000 / 

PBS, 30 min, 37°C). Les lamelles de verre ont ensuite été montées sur des lames porte-objet à 

l’aide d’un milieu de montage aqueux (ProLong
®
 Gold antifade reagent with DAPI 

(Molecular Probes) Les lames ont été conservées dans le noir à 4°C puis analysées en 

microscopie à épifluorescence et confocale. 

 

Dosage de la F-actine 

Le dosage intracellulaire de F-actine a été adapté à partir de la méthode de Wysolmerski et 

Lagunoff [231]. Les cellules ont été fixées, perméabilisées puis marquées par la phalloidine-

TRITC (1:100 / PBS, 30 min, 37°C). Après deux lavages avec du PBS, l’incubation des 

cellules en présence de méthanol pendant 12 h à -20°C a permis d’extraire la phalloidine-

TRITC couplée à l’actine. Les cellules ont alors été grattées et centrifugées (10 000 g, 5 min), 

et la fluorescence a été mesurée dans les surnageants par spectrofluorométrie (excitation 540 

nm ; émission 590 nm). 

 

Extraction des ARN et qPCR 

L’extraction des ARN a été réalisée à l’aide du kit Purelink RNA Mini Kit (Invitrogen) 

selon les instructions du fabricant. Le rendement et la qualité de l’extraction ont été contrôlés 

par spectrophotométrie en mesurant l’absorbance à 260 et 280 nm et les échantillons ont été 

stockés à -80°C jusqu’à l’étape de transcription inverse. 

2 µg d’ARN ont alors été transcrits en ADNc à l’aide du kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription kit (Applied Biosystems) selon les instructions du fabricant. 

Enfin, la PCR quantitative à été réalisée sur un séquenceur ABI Prism 7000 (PE Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) et l’expression relative des gènes cibles (tPA, uPA, PAI-

1, MMP-9 et MMP-2) et du gène de référence (GAPDH) ont été mesurées selon la méthode 

des delta-delta-Ct. 
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Préparation des échantillons pour l’analyse protéique 

Après traitement, les surnageants cellulaires ont été récoltés, concentrés par évaporation et 

conservés à -20°C.  

Les cellules ont été rincées avec du PBS glacé, grattées en présence de tampon de lyse 

[NaCl 150 mM, Tris-base 20 mM, glycerol 10%, NP40 1%, pH7.8, extemporanément 

supplémenté d’inhibiteurs de protéases et de phosphatases 1%] et centrifugées (12 000 g, 5 

min, 4°C). Les concentrations protéiques ont été mesurées par la méthode BCA et les 

échantillons ont été conservés à -20°C jusqu’à analyse. 

 

Western blot 

Les western blot ont été réalisés sur les surnageants ou les lysats cellulaires selon les 

techniques usuelles en condition réductrice. Les protéines ont été dissoutes dans du tampon 

Laemmli contenant 5% de β-mercaptoéthanol, chauffées à 95°C pendant 5 min, séparées par 

électrophorèse sur un gel d’acrylamide et transférées sur une membrane PVDF. Après le 

blocage des sites non spécifiques par une solution de lait écrémé (5%) diluée dans du TBS 

contenant 0.1% de Tween 20 (TBS-T), les membranes ont été incubées en présence des 

anticorps primaires dirigés contre le tPA [dilution 1:500 dans une solution de lait 

écrémé/TBS-T (5%)] ou contre les formes phosphorylées de NFATc2 et de la cofiline 

[dilution 1:1000 dans une solution de BSA/TBS-T (5%)]. Après 3 lavages avec du TBS-T, les 

membranes ont été incubées en présence des anticorps secondaires appropriés couplés à la 

peroxydase (2 h à température ambiante). Les bandes immunoréactives ont été détectées à 

l’aide d’une réaction de chémiluminescence (ECL Plus Western Blotting Detection Reagents, 

GE Healthcare Life, Waukesha, WI, USA) et quantifiées avec le programme ImageJ (NIH 

Image, National Institutes of Health, USA).  

 

Zymographie 

Les zymographies ont été réalisées sur les surnageants cellulaires concentrés selon la 

méthode précédemment décrite par Essig et col. [41]. Les protéines dissoutes dans du tampon 

Laemmli ont été séparées par électrophorèse sur un gel d’acrylamide à 10% en condition non 

réductrice. La gel a ensuite été lavé dans une solution de Triton X100 (2.5%) pendant 1h puis 

déposé sur un gel de fibrine-agarose composé de fibrinogène bovin enrichi en plasminogène 
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(12.5 mg/ml), de thrombine bovine (40 U/ml) et d’agarose (1%). L’activité des protéases a été 

analysée après incubation pendant 2 à 4 h à 37°C en atmosphère humide. 

L’évaluation de l’activité de MMP a été réalisée en ajoutant de la gélatine (1 mg/ml) au gel 

d’acrylamide. Après le lavage dans la solution de Triton X100, le gel a été incubé pendant 24 

h à 37°C dans un tampon zinc [Tris-HCl 50 mM, CaCl2 5 mM, ZnCl2 1 µM, pH7.5] puis 

coloré par à l’aide d’une solution de Bleu de Coomassie et décoloré à l’aide d’une solution 

aqueuse d’acide acétique et d’isopropanol (10:25 vol/vol). 

Les gels ont été scannés et les zones de lyse correspondant aux activités protéolytiques ont 

été quantifiées à l’aide du programme ImageJ (NIH Image, National Institutes of Health, 

USA). Les valeurs sont exprimées en pourcentages par rapport aux valeurs témoins (moyenne 

± SEM). 
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ANNEXE 2 : MATERIEL 

 

L’ensemble des milieux de culture provient de chez GIBCO BRL (Grand Island, NY, USA). 

 

La CsA provient de chez Novartis Pharma AG (Basel, Switzerland) et le tacrolimus de chez 

Astellas Pharma (Tokyo, Japan). Les solutions stocks ont été préparées dans l’éthanol à 96% 

et stockées à -20°C. 

 

Les hormones, la phalloidine-TRITC, le fibrinogène, la thrombine, le MTT ainsi que les 

cocktails d’inhibiteurs de protéases et de phosphatase proviennent de chez Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO, USA). 

 

L’anticorps polyclonal de chèvre dirigé contre le tPA provient de chez American 

Diagnostica (Stamford, CT, USA) et les anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre le 

phospho-NFATc2 et contre la phospho-cofiline proviennent de chez Abnova (Taiwan) et Cell 

Signaling Technology (Danvers, MA, USA) respectivement. 

Les anticorps secondaires couplés à la peroxidase proviennent de chez Jackson 

ImmunoResearch Lab (West Grove, PA, USA) (anti-chèvre) et de chez Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO, USA) (anti-lapin). 

 

Le peptide VIVIT provient de chez Calbiochem (Darmstadt, Germany) et le peptide S3-R 

(MASGVAVSDGVIKVFNRRRRRRRR) a été synthétisé par Milligen (Labège, France). 
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