UNIVERSITE DE LIMOGES

ECOLE DOCTORALE ED n°524
FACULTE de MEDECINE

INSERM UMR-S850 - « Pharmacologie des immunosuppresseurs et transplantation »

These N° [-----]

Theése
pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE LIMOGES

Discipline / Spécialité : Biologie-Santé

présentée et soutenue par
Elodie MESTRE

le 22 Octobre 2012

Modifications phénotypiques induites par les inhibiteurs de la calcineurine
sur les cellules tubulaires proximales rénales et implication dans

I’adaptation cellulaire aux contraintes mecaniques

These dirigée par le Professeur Marie ESSIG

JURY :

Madame le Professeur Marie-Christine PERAULT-POCHAT Présidente
Madame le Docteur Bénédicte BUFFIN-MEYER Rapporteur
Monsieur le Professeur Alexandre HERTIG Rapporteur

Madame le Professeur Marie ESSIG Directrice de these







REMERCIEMENTS

Aux membres du jury

A Madame Bénébicte Buffin-Meyer et Monsieur Alexandre Hertig pour avoir accepté de
rapporter ce travail.

A Madame Marie-Christine Perault-Pochat pour avoir bien voulu présider ce jury.

C’est un honneur que vous me faites en acceptant de participer a ce jury et en apportant
votre regard d’experts sur mon travail. Merci a chacun d’entre vous pour le temps que vous

avez accepté d’y consacrer.

A Marie Essig,

Merci infiniment Marie pour la confiance que tu m’as accordée il y’a trois ans, lorsque tu
m’as proposé ce sujet. Merci de ton encadrement, de ta disponibilité malgré un emploi du
temps de ministre, de tes conseils et de tes encouragements précieux. J’ai beaucoup appris

grace atoi.

Au Professeur Pierre Marquet,

Je vous suis trés reconnaissante pour m’avoir acceuillie au sein de I'unité et pour m’avoir
permis de réaliser ma thése dans le laboratoire. Ces trois ans dans l'unité m’ont permis

d’évoluer. Merci de votre gentillesse, de votre disponibilité et de vos encouragements.

A I’'équipe Inserm U-850
Un grand merci a vous tous pour votre aide tout au long de ces trois années. Merci pour
votre gentillesse et votre soutien.

Un merci spécial pour Francois-Ludovic, pour ton aide précieuse sur I''TRAQ.



RESUME

La cyclosporine A (CsA) et le tacrolimus (Tac) sont deux inhibiteurs de la calcineurine (ICN)
couramment utilisés dans les protocoles d'immunosuppression pour prévenir les rejets de
greffe. Si la survie du greffon a court terme a été considérablement augmentée grace a
l'utilisation de ces traitements, ils présentent une néphrotoxicité susceptible de contribuer a
long terme, a l'apparition de lésions rénales ainsi qu'a des altérations chroniques de la
fonction rénale dénommées dysfonction chronique du greffon. Ces phénoménes complexes
et d’origines multi-factorielles conduisent au déclin progressif, irréversible de la fonction
rénale et a la perte du greffon. Malgré de nombreuses études, l'origine exacte des atteintes
rénales reste mal connue et bien que cette néphrotoxicité ait souvent été corrélée a des
concentrations sanguines élevées en ICN, elle apparait également a dose thérapeutique.

La calcineurine est impliquée dans la régulation de nombreuses autres voies intracellulaires,
qui pourraient étre des éléments clés de cette nocivité intrinséque des ICN. L’'une de ces
régulations, mise en évidence dans les neurones et les myocytes, est celle du cytosquelette
et nous avons émis I'hypothése qu’une dysrégulation, par les ICN, du cytosquelette des
cellules tubulaires proximales pourrait étre a l'origine de modifications phénotypiques
perturbant le fonctionnemement tubulaire normal et 'adaptation aux contraintes mécaniques
liées au flux tubulaire.

Le but de ce travail a été de déterminer les effets des inhibiteurs de la calcineurine sur le
cytosquelette des cellules tubulaires proximales ainsi que sur l'adaptation des cellules
tubulaires proximales a un flux tubulaire élevé correspondant a une situation de réduction
néphronique.

Nous montrons que la CsA modifie I'organisation de différents composants du cytosquelette
et que cet effet, indépendant de la voie NFAT, pourrait potentiellement impliquer la cofiline.
Ces modifications du cytosquelette sont proches de celles observées en présence d’'un flux
tubulaire élevé mais il ne semble pas y avoir d’effets synergiques entre la CsA et le flux
tubulaire. Par ailleurs, la technique de protéomique différentielle iTRAQ, mise en place dans
le laboratoire dans le cadre de cette étude, nous a permis d’analyser, sans hypothése a
priori, I'expression protéique des cellules exposées conjointement a la CsA et a un flux
tubulaire élevée.

Ces résultats nous conduisent a formuler de nouvelles hypothéses quant aux mécanismes
moléculaires potentiellement impliqués dans la néphrotoxicité induite par les ICN ainsi que
leur contribution a I'adaptation des cellules aux contraintes mécaniques

Mots clés : cyclosporine A, tacrolimus, cytosquelette, néphrotoxicité, contraintes

meécaniques
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INTRODUCTION GENERALE

La découverte de la cyclosporine et de ses propriétés immunosuppressives dans les
années 1970 marque un tournant dans [l'histoire de la transplantation. Les nombreuses
recherches concernant son role et son mécanisme d’action ont permis de comprendre les
mécanismes immunologiques impliqués dans les phénoménes de rejet et d’en améliorer
ainsi la prise en charge. Méme 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.

Les travaux de recherche réalisés dans le domaine des traitements immunosuppresseurs
ont permis de mieux comprendre les paramétres pharmacocinétiques /
pharmacodynamiques / pharmacogénétiques de ces médicaments et de développer leur
suivi thérapeutique pharmacologique afin d’optimiser leur efficacité au niveau individuel. Si la
survie du greffon a court terme a été fortement améliorée, en particulier grace a une
meilleure connaissance des mécanismes immunologiques impliqués dans les rejets et a
I'optimisation des traitements immunosuppresseurs, la survie du greffon a long terme reste
problématique. En effet, 'administration d’ICN au long cours participe a l'apparition de
lésions rénales vasculaires et tubulo-interstitielles, évoluant ultérieurement vers des lésions
de fibrose interstitielle, d’atrophie tubulaire (FI-AT) ou de glomérulosclérose. Ces lésions, qui
sont par ailleurs d’origines multi-factorielles, peuvent contribuer a I'apparition d’'une forme
particuliere de pathologie rénale appelée dysfonction chronique du greffon (DCG), qui
conduit a la destruction progressive des néphrons et a l'altération irréversible de la fonction

rénale.



L'origine exacte de ces modifications n’est pas encore connue mais il semble que
I'utilisation de certains médicaments immunosuppresseurs contribue fortement a I'apparition
des Iésions rénales. Paradoxalement, malgré la diminution des rejets aigus et la modulation
a court terme des processus de fibrose secondaires aux phénoménes de rejets, certains
traitements  s’accompagnent d’'une  néphrotoxicité  irréversible qui  progresse
irrémédiablement et devient quasiment universelle 10 ans aprés la greffe. Parmi les
principales molécules utilisées, les inhibiteurs de la calcineurine présentent un degré trés
élevé de toxicité rénale et il est maintenant admis que cette néphrotoxicité, en dehors de tout
surdosage médicamenteux, est un facteur important favorisant la DCG.

Une des hypothéses pour expliquer I'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 particulierement intéressés aux effets des inhibiteurs
de la calcineurine sur le phénotype et 'organisation du cytosquelette des cellules du tube
proximal qui est la structure rénale majoritaire du cortex et qui est précocement le siege de
Iésions histologiques de DCG. Nous avons également étudié I'idée selon laquelle la
cyclosporine et le flux urinaire pourraient avoir un effet synergique en altérant I'organisation
du cytosquelette et en empéchant ainsi une adaptation et une réponse efficace des cellules

aux conditions pathologiques.
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I. La calcineurine (CaN)

[.1. Généralités sur la calcineurine
[.1.1. Structure

La calcineurine est une sérine/thréonine phosphatase initialement décrite par Klee et
Krinks en 1978 (1). Au niveau strutural, la calcineurine est un hétérodimére composé d’'une
sous-unité catalytique d’environ 59 kDa, la calcineurine A et d’'une sous-unité régulatrice

d’environ 19 kDa, la calcineurine B.

L’activité phosphatase de la calcineurine est localisée au niveau de la sous-unité
catalytique, ou CaN A. En plus du domaine phosphatase, cette sous unité contient un
domaine de liaison a la sous unité régulatrice (domaine BHH), un domaine de liaison a la
calmoduline et un domaine permettant l'interaction avec le Ca®*. La sous-unité régulatrice
contient elle deux domaines globulaires de liaisons au Ca*", permettant chacun la fixation de

deux ions Ca*", soit 4 sites de fixation (figure 1).

Figure 1: Représentation de la structure de la calcineurine.

La sous-unité catalytique est représentée en doré et la sous-unité régulatrice en cyan. Les
spheres rouge, violette et bleues représentent respectivement les ions Zn2+, Fe3+ et Ca2+.
(Adapté d’apres Ke H. et Huai Q. 2003 (2)).
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I.1.2. Localisation et roles de la calcineurine

La calcineurine est une protéine localisée dans de nombreux organes indépendants du
systeme immunitaire. Les isoformes ainsi que leur quantité varient selon les tissus,
notamment au niveau du cerveau ou elle est 10 a 20 % plus exprimée dans certaines zones
comme le striatum et I'hippocampe. Les sous-unités A et B ont également été mises en
évidence dans de nombreux autres tissus tels que les lymphocytes B et T (3), les
ostéoclastes (4), les cellules de la glande surrénale (5), le foie (6), les poumons, le pancréas,
le coeur, les cellules musculaires, les testicules, (7), les plaquettes, la thyroide, les reins (8),
ou encore la rétine (9). Elle est également présente au niveau cardiaque ou elle participe au

développement de pathologies comme I'hypertrophie cardiaque (10,11).

Dans le rein, plusieurs groupes se sont intéréssés a la localisation de la calcineurine A. Il
a été mis en évidence que l'isoforme Aa est la forme prédominante dans le tubule proximal,
alors que l'isoforme AR n’est que peu exprimée. Au niveau des tubules collecteurs corticaux,
les isoformes a et B sont exprimées de maniére similaire alors que dans les tubules
collecteurs médullaires, c’est principalement I'isoforme B qui est retrouvée. Enfin, il a été mis
en évidence une activité de la calcineurine dans les cellules mésangiales glomérulaires

(12,13).

1.1.3. Régulation de I’activation de la calcineurine

Dans les cellules au repos, la calcineurine est sous forme d'un hétérodimére inactif
composé de la sous-unité A et de la sous unité B. A ce niveau, deux des quatre sites de
liaisons au Ca®" de la sous-unité B sont occupés par des molécules de Ca?*, méme en
présence d’une trés faible concentration de Ca®" intracellulaire. Les deux autres sites de
liaison au Ca®" nécessitent une concentration plus élevée en Ca®*, de lordre du

micromolaire.(14-16).

Le mécanisme d’activation de ce complexe dépend d'une augmentation de la

concentration intracellulaire de Ca®" mais aussi de la présence de la calmoduline (CaM).
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L’élévation de la concentration en Ca?* consécutive & un stimulus induit a la fois une
activation de la CaM, mais également la fixation d’ions Ca®* sur les deux sites libres de la
CaN B. Ce mécanisme entraine un changement conformationel de la calcineurine, et une
exposition du site de liaison a la CaM de la sous-unité A permettant ainsi la fixation du
complexe Ca?/ CaM. S’ensuit alors une dissociation du domaine auto-inhibiteur de la sous-
unité catalytique et une libération du site actif de I'enzyme (16,17). Dans ce processus, le
role de la CaN B reste encore mal connu mais sa présence et sa fixation au Ca®" aurait

plut6t un rdle structural que directement régulateur (14).

Plusieurs protéines endogénes ont été montrées comme inhibiteurs ou régulateurs de la
calcineurine. C’est le cas des protéines de la famille RCANs (Regulators of Calcineurin),
d’abord identifiés comme inhibiteurs, dont on sait maintenant qu’ils ont un réle double sur la
calcineurine, pouvant ainsi I'activer ou l'inhiber selon leur état de phosphorylation (18,19). Au
niveau neuronal, d’autres protéines comme AKAP79 participent a la signalisation de la

calcineurine en assurant son adressage a la membrane post-synaptique (20,21).

Parmi les protéines régulatrices de la calcineurine, on retrouve également les
immunosuppresseurs comme la cyclosporine A (CsA) et le tacrolimus. Ces molécules
exercent leur rdle inhibiteur en se complexant a des isomérases spécifiques, la cyclophiline
A (CypA) pour la CsA et la protéine FKBP-12 pour le tacrolimus (22,23). Au niveau des
lymphocytes T, ces molécules induisent une inhibition de I'activité phosphatase que la
calcineurine exerce sur le facteur de transcription NFAT, et ainsi empéchent la prolifération

lymphocytaire. Leur mode d’action précis sera détaillé ultérieurement.
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[.2. Fonctions immunologiques et non-immunologiques de la

calcineurine

1.2.1. Fonctions immunologiques

Le principal role de la calcineurine est un réle dans la réponse immunitaire des
lymphocytes T (24) (figure 2). La stimulation antigénique des récepteurs TCR/CD28 des
lymphocytes T provoque [lactivation de Ila phospholipase C qui hydrolyse le
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en inositol-triphosphate (IP3) et en diacyglycérol
(DAG). L’IP3 induit alors une augmentation de la concentration intracellulaire de Ca**, d’une
part en stimulant la libération des stocks intracellulaires mais également en provoquant
I'activation de canaux calciques et un influx de Ca?" (canaux CRAC). Cette augmentation de
Ca’* permet I'activation de la calmoduline, qui forme un complexe avec la calcineurine. Ce
dernier déphosphoryle ensuite le facteur de transcription NFAT (nuclear factor of activated T

cell), principal substrat de la calcineurine (25).

NFAT est une famille de facteur de transcription composée de cing membres
structuralement trés proches: NFAT2/NFATcl, NFAT1/NFATc2, NFAT3/NFATc4 et
NFAT4/NFATc3, ainsi que le NFATS5 localisé dans le noyau. L’activation de la calcineurine
induit la prolifération lymphocytaire via la déphosphorylation du NFAT4. Une fois
déphosphorylé, la séquence de localisation nucléaire (NLS) du NFAT est exposée ce qui
induit son entrée dans le noyau, ou il se complexe avec des cofacteurs comme le facteur
AP-1, qui agit de concert pour induire la transcription de hombreux génes, notamment des
génes codant pour des interleukines (26). De nombreuses cytokines comme I'lL-2, I'lL-4, I'lL-
13, le TNFa, 'lFNy ou encore Fas ligand possédent des promoteurs contenant des sites de
liaison pour le NFAT. Les génes dont la transcription est induite par le NFAT ou le complexe
NFAT/AP-1 appartiennent a fifférentes classes comme les cytokines, les récepteurs de
surface ou encore des facteurs de transcription (27-30). Les mécanismes de régulation du

facteur NFAT sont des processus hautement dynamiques, permettant au NFAT de passer
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rapidement d’une localisation nucléaire a une localisation cytoplasmique et inversement, en
réponse a des changements de la concentration intracellulaire de Ca** (31,32). Ainsi, I'action
de la calcineurine sur la déphosphorylation du NFAT et sur son transport vers le noyau est
contrebalancée par [laction de kinases qui agissent soit directement au niveau
cytoplasmigue en empéchant la translocation nucléaire du NFAT, soit au niveau du noyau,
en favorisant un signal d’export. Parmi ces protéines kinases impliquées dans la
phosphorylation du NFAT et donc dans sa localisation subcellulaire, on retrouve des
protéines de la famille des MAP kinase telles que ERK, JNK ou encore la p38 kinase, la
glycogéne synthase 33 (GSK3p), la protéine kinase A (PKA) et la caséine kinase 1a (CK1a)

(27,33-35). En l'absence d’une activité calcineurine, le NFAT est ainsi rapidement

rephosphorylé et exporté du noyau.

Dans les lymphocytes T non activés, NFAT est présent sous forme phosphorylée
inactive dans le cytoplasme. Sa déphosphorylation permet sa translocation dans le noyau ou
il exerce son rble de facteur de transcription (36) et active I'expression de I'lL-2. Celle-ci
induit de maniére autocrine la transformation des lymphocytes T en lymphocytes CD8"
cytotoxiques qui sécrétent de l'interféron y. Ce dernier agit alors sur les macrophages et
induit la production de TNFa (Tumor Necrosis Factor a) et de TGFB (Transforming Growth
Factor B). L’IL-2 agit aussi de maniére paracrine sur les autres acteurs du systeme
immunitaire. Elle stimule la croissance et I'activité cytolytique des cellules NK (Natural Killer),

la maturation des lymphocytes B et la production d’anticorps.
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Figure 2 : Schéma des mécanismes d’activation des lymphocytes T.

L’'activation compléte des lymphocytes T nécessite 3 signaux: le premier est issu de
l'activation du TCR par un antigene. Ce signal est relayé par les MAP kinase, la voie de la
calcineurine et la voie de la PKC et aboutit a I'activation de facteurs de transcription, dont le
NFAT qui induit I'expression d’IL-2. Le second signal, transmis par le corecepteur CD28,
renforce le signal transmis par le TCR. Enfin, le troisieme signal résulte de la stimulation du
récepteur a I'lL-2 et délivre un message favorisant la prolifération et la sécretion de cytokines
(D’aprés Legendre C 2007 (37))

1.2.2. Fonctions non-immunologiques

En complément de son réle dans le systeme immunitaire, la CaN participe a différents
processus et a été impliquée dans différentes pathologies. La figure 3 représente les
organes dans lesquels la CaN est retrouvée ainsi que les principales fonctions auxquelles

elle a été associée.
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Figure 3 : Localisation de la calcineurine dans les différents organes et principales
fonctions associées.
(D’aprés Shibasaki et coll. 2002 (38))

|.2.2.a. ROle de la calcineurine au niveau du cerveau

Au niveau du cerveau, la calcineurine semble impliquée dans de nombreux processus
physiologiques essentiels tels que le relargage de neurotransmetteurs au niveau des
synapses, le développement et la maturation des réseaux neuronaux, la plasticité
synaptique, I'excitabilité neuronale ainsi que les processus de mise en place de la mémoire.
Des études ont montrées aussi qu’elle interviendrait dans certaines pathologies comme la

maladie d’Alzeihmer, la maladie de Huntington ou encore la maladie de Parkinson.

Au niveau cellulaire, la calcineurine est principalement cytoplasmique et peut étre liée
aux éléments du cytosquelette. Les travaux de Goto et coll. sont les premiers a avoir
impliqué la calcineurine dans la régulation du cytosquelette neuronal. lls ont mis en évidence

la capacité de la CaN a contréler 'assemblage/désassemblage des microtubules (39).
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Depuis, d’autres travaux ont confirmés le réle de la CaN dans le contrble direct de
'assemblage des microtubules, en participant a la déphosphorylation de la tubuline et de
protéines associées aux microtubules telles que la protéine Tau ou MAP-2 (39-41). La CaN
participe également a I'organisation des neurofilaments dans des neurones cultivés in vitro
(42,43). Parallélement, la CaN est aussi impliguée dans la croissance neuritiqgue. Ce
processus nécessite des réarrangements du cytosquelette, principalement via une
réorganisation de l'actine et des microtubules, en réponse a des stimuli extracellulaires. Il a
été mis en évidence que la CsA et le TAC inhibent I'élongation des axones dans des
macroneurones du cervelet (40) et induisent un racourcissement des neurites produits par
des neurones de la chaine dorsale gangionnaire en culture (44). De plus, une inactivation
locale et transitoire de la CaN conduit a la rétractation des cones de croissance et a une
déviation de I'axe de croissance suggérant une implication de la CaN dans la mise en place

et la motilité des filopodes (44).

Plus récemment, il a été démontré que la calcineurine participait également au
développement de la LFD (Low Frequency Depression) ou de la LTD (Long Term
Depression) selon son état d’activation et sa localisation pré- ou post-synaptique. Cette
action passerait par une régulation des états de phosphorylation de la tubuline et de I'actine

(45).

La calcineurine joue un réle majeur dans la régulation de I'homéostasie calcique
associée au fonctionnement du cerveau. L’activation de la calcineurine consécutive a une
dérégulation de I'homéostasie calcique a été montrée comme étant corrélée aux
changements de la fonction neuronale liés a 'dge, comme le déclin des fonctions cognitives
et la diminution de la mémoire. Cette suractivation de la calcineurine pourrait conduire a des

phénoménes d’excitotoxicité responsables de le neurodégénération (46,47).

La calcineurine jouerait également un réle dans la maladie d’Alzheimer. Cette hypothése

est supportée par le fait que les inhibiteurs de la calcineurine induisent une
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hyperphosphorylation de la protéine Tau dans le cerveau de souris, conduisant a
'agrégation de cette protéine. De plus, des données issues d’études postmortem du cortex
cérébral de patients atteints de la maladie d’Alzeihmer ont montrées une diminution de
lactivité de la calcineurine dans certaines zones, diminution corrélée avec la formation
d’agrégats (48,49). Enfin, la calcineurine pourrait étre en partie responsable de la perte de
neurones puisqu’il est admis qu’une activité élevée de calcineurine sensibilise les cellules a

'apoptose (50).

Enfin, une particularité du cerveau par rapport aux autres tissus est I'expression de
lisoforme CnA y dans certaines zones. Celle-ci serait potentiellement impliquée dans le
développement de la schizophrénie, puisque des études ont montrée dans différents
groupes ethniques que des polymorphismes au niveau du géne codant cette isoforme serait

associée a 'apparition de la schizophrénie (51).

[.2.2.b. Role de la calcineurine au niveau du coeur

Dans les tissus musculaires squelettiques, aussi bien qu’au niveau du muscle cardiaque,
le Ca®* est un second messager essentiel & la réponse et & I'adaptation des cellules aux

stimuli environnementaux.

Au niveau cardiaque, la voie de signalisation calcineurine/NFAT joue un réle essentiel
dés la phase de développement embryonnaire du coeur. L’activation de la calcineurine
régule notamment la production de protéines nécessaires a la maturation et au remodelage
des cardiomyocytes (52). De plus, une délétion du gene codant pour le facteur NFATc1 chez
les souris provoque une altération de la morphogénése, et notamment une malformation des

valves cardiaques (53).

Le rble le mieux établi de la calcineurine au niveau du cceur reste cependant son
implication dans le développement de I'hypertrophie cardiaque. Cette pathologie est
caractérisée par une réorganisation du réseau de microtubules ainsi que par une

surexpression d’a-tubuline, de B1-tubuline (54,55) et de B-actine dans certains modeles
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d’hypertrophie (56). De plus I'expression de la desmine est augmentée dans des modeéles
animaux d’hypertrophie cardiaque (57), mais également chez 'humain ou elle apparait
désorganisée. La vimentine est également surexprimée et cette augmentation est corrélée a

'augmentation de la fibrose (58).

Des études ont montré que I'activité enzymatique de la CaN ainsi que I'expression de
cette derniere sont significativement augmentées dans le cceur de différents modéles
animaux d’hypertrophie cardiaque (59,60) ainsi que chez '’humain (61,62). Il y a plus de 10
ans, Molkentin et coll. ont montrés dans différents modéles de rongeurs, que la
surproduction de calcineurine conduisait & une importante hypertrophie cardiaque, et au
final, a une insuffisance cardiaque. Les cardiomyocytes apparaissent désorganisés et
hypertrophiques avec une importante caryomégalie et une dégénération des myofibres (63).
De plus, ces travaux utilisant des souris transgéniques exprimant une forme constitutivement
active du NFAT3 au niveau du cceur ont mis en évidence une hypertrophie cardiaque trés
prononcée ainsi qu’une augmentation de la fibrose (63), soulignant I'implication de ce facteur

NFATS3.

L’inhibition pharmacologique de la calcineurine permet de prévenir le développement de
cette hypertrophie, aussi bien in vitro qu’in vivo. Ainsi, Sussman et coll. ont démontré que
I'utilisation d’inhibiteurs de la calcineurine permet de prévenir I'apparition des manifestations
phénotypiques liées a I'hypertrophie cardiaque ainsi que la désorganisation des myofibres
dans des modéles de souris transgéniques (60). D’autres études plus récentes ont mis en
évidence qu’une inhibition de I'isoforme B la calcineurine A induit une diminution de la taille

basale du coeur chez des souris (63).

|.2.2.c. ROle de la calcineurine au niveau rénal

Plusieurs fonctions essentielles de la calcineurine ont été mises en évidence dans le rein,
notamment dans les processus de croissance, de développement et de maturation du rein a

des stades précoces. La calcineurine permet de relayer les signaux calciques générés par

21



des facteurs tels que Wnt, le TGF-$3, 'angiotensine Il et également la polycystine | dans le

but d’activer le NFAT (64).

Des travaux réalisés par Gooch et coll. ont mis en évidence que lisoforme a de la
calcineurine A est essentielle au développement et a la fonction rénal, alors de l'isoforme 3
ne semble pas indispensable a la structure et a la fonction rénale. En effets, des souris
transgéniques ne possédant pas l'isoforme a présentent des symptémes proches de ceux
observés lors d’'une néphrotoxicité induite par les inhibiteurs de la calcineurine, tels qu’une
augmentation des concentrations rénales de TGF-B, une augmentation de la créatinine
sérique, une accumulation de matrice extracellulaire, une fibrose et une dysfonction rénale.
Des souris dépourvus de I'isoforme 3 présentent elles, une altération de la translocation du

NFATc, suggérant un réle différent des 2 isoformes (13,65,66).

Les travaux de Faul et coll. ont permis d’identifier une nouvelle cible de la CaN dans les
cellules rénales. En effet, I'étude réalisée sur des podocytes a mis en évidence que la CaN
déphosphoryle la synaptopodine, qui est une protéine impliquée dans la régulation de
'actine. Cette déphosphorylation par la CaN empéche la synaptopodine de se lier a des
protéines chaperones et facilite ainsi sa dégradation. A ce niveau, la CsA, en empéchant la
déphosphorylation de la synaptopodine bloque sa dégradation et favorise la stabilisation du

cytosquelette d’actine (67).

|.2.2.d. Autres fonctions de la calcineurine

Au sein des autres organes, la CaN participe a différentes fonctions. Au niveau de la
peau, il a par exemple était montré qu’une invalidation de la CaN induit une diminution de la
réparation de I'ADN dans les kératinocytes. Elle semble aussi induire I'apoptose en
déphosphorylant la protéine Bad (68,69). La CaN est également présente dans différents
tissus de I'ceil, notamment au niveau de la rétine, de la cornée et du nerf optique ou elle est
fortement exprimée (70). Enfin, la CaN participe entre autre au remodelage osseux, a

I'activation des plaquettes ou encore a la mobilité des spermatides (71-73).
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Il. Les inhibiteurs de la calcineurine

[I.1. Historique

La découverte de médicaments ayant des propriétés immunosuppressives tels que la
cyclosporine (CsA) et le tacrolimus (TAC) a révolutionné, depuis plusieurs décennies, la
prise en charge des patients transplantés. Les inhibiteurs de la calcineurine (ICN), dont font
partie la CsA et le TAC, constituent aujourd’hui la base de nombreux protocoles
d'immunosuppression pour prévenir le rejet des greffons et leur utilisation a permis de
réduire trés sensiblement l'incidence des réactions de rejets aigus et d’améliorer la survie a
court terme des greffons.

La CsA, initialement isolée en 1970 a partir d’'un prélévement réalisé dans le sol en
Norvege, est synthétisée par un champignon microscopique, Tolypocladium inflatum. Il s’agit
d’un peptide cyclique comportant des acides aminés N-méthylés et un acide aminé dérivé de
la méthylsérine en C9. Son action suppressive de la réponse immunologique a été mise en

évidence chez I'animal en 1976 par Borel et coll. (74).

L’introduction de la CsA en transplantation rénale dés la fin des années 70 a permis un
essor considérable en prévenant le rejet aigu des allogreffes et favorisant ainsi la survie a
long terme des patients transplantés. Aujourd’hui encore, la CsA est largement utilisée dans

le domaine de la transplantation.

La tacrolimus (TAC), aussi appelée FK506 ou encore Fujimycine a été isolé en 1984 a
partir de prélevements de sol réalisés au Japon et contenant des bactéries Streptomyces
tsukubaensis. C’est un macrolide, du genre des lactones. Le nom de cette molécule résulte
de la contraction de la ville ou il a été découvert (Tsukuba), de sa classe chimique
(macrolide) et de ses proprietés immunosuppressives (Tsukuba macrolide
immunosuppressant). La découverte de ses propriétés immunosuppressives a rapidement
conduit a son utilisation en transplantation rénale, hépatique et également cardiaque, tout

comme la CsA (75-77). Bien que la structure chimique du TAC soit trés différente de celle
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de la CsA (figure 4), leur mode d’action est similaire et le TAC provoque des Iésions

semblables a celle observées chez les patients traités a la CsA.

Figure 4 : Structure chimique de la cyclosporine (A) et du tacrolimus (B)
D’aprés Clardy J., 1995 (78)

II.2. Mode d’action pharmacologique des inhibiteurs de la

calcineurine

L’action pharmacologique de la CsA et du TAC passe par l'inhibition d’'une protéine cible
commune, la calcineurine. Une fois a I'intérieur des cellules, la CsA et le TAC forment des
complexes avec les immunophillines, respectivement les cyclophilines et la protéine FKBP12

(22,23).

La cyclophiline A (CyP A, codée par le gene PPIA) et la cyclophiline B (CyP B, codée
par le gene PPIB) sont les isoformes les plus abondantes au niveau cellulaire et présentent,
avec la protéine FKBP12 (codée par le gene FKBP1A) une activité peptidyl-prolyl isomérase
(ou rotamase) participant a la structure des protéines en catalysant la formation de ponts
disulfures. La CyP B est localisée au niveau du réticulum endoplasmique, alors que la CyP A

et la protéine FKBP12 sont cytoplasmiques (79,80).
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Une fois formés, les complexes CsA-cyclophiline et TAC-FKBP12 interagissent avec la
calcineurine et inhibent son activité phosphatase. Cette inhibition empéche l'action de la
calcineurine sur le NFAT, et donc bloque la translocation du NFAT au noyau. L’'IL-2 n’est
alors plus transcrite et ne peut pas exercer ses effets sur la prolifération lymphocytaire. Ce

mode d’action est résumé dans la figure 5.
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Figure 5: Représentation schématique du mode d’action des inhibiteurs de la
calcineurine.

1 : formation d’un complexe ICN/immunophilines, 2 : Inhibition de I'activité phosphatase de la
calcineurine, 3: Inhibition de la déphosphorylation du facteur de transcription NFAT, 4:
Inhibition de la translocation nucléaire du NFAT, 5 : blocage de la transcription des cytokines

pro-inflammatoires. (D’aprés thése F. Lamoureux (81))

I1.3. Néphrotoxicité des inhibiteurs de la calcineurine

L’apparition des inhibiteurs de la calcineurine comme traitements administrés aux

patients transplantés a fortement amélioré la survie a court terme du greffon. Cependant,
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leur utilisation est grandement limitée de part I'importance de leurs effets secondaires, et
particulierement de leur néphrotoxicité. Concernant la CsA, cette néphrotoxicité a été
rapidement mise en évidence chez des patients transplantés rénaux et hépatiques (82,83),
alors que les premiéres études réalisées chez I'animal n’avaient pas relevé de tels effets
(84,85). L’introduction du tacrolimus étant plus récente, il existe moins de données
disponibles mais il provoque des lésions histologiques similaires a celles observées avec la

CsA.

La toxicité induite par les ICN peut étre divisée en deux types: une toxicité aigie
principalement vasculaire, et une toxicité chronique due a une utilisation prolongée des ICN
et aboutissant a des lésions rréversibles. Les mécanismes moléculaires complexes
impliqgués dans la néphrotoxicité chronique rendent la compréhension de ce phénomene
difficile. La toxicité des ICN varie fortement d’un individu a l'autre, et I'essor du suivi
pharmaceutique avec l'adaptation et la réduction des doses administrées a permis de
diminuer fortement I'incidence de la néphrotoxicité aigtie. La néphrotoxicité chronique reste,

elle, une des causes majeures non immunologiques de pertes du greffon (86,87).

I.3.1. Néphrotoxicité aigte des inhibiteurs de la calcineurine

La toxicité aigle due aux immunosuppresseurs apparait rapidement aprés la
transplantation, et ce méme a des doses pharmacologiques d’ICN. Elle est caractérisée par
une toxicité fonctionnelle réversible en diminuant les doses d’inhibiteurs de la calcineurine
administrées. Cette toxicité fonctionnelle résulte des phénoménes de vasoconstriction et de
diminution du débit de filtration glomérulaire induits par les ICN, et se traduit par une
créatinine sérique élevée. Au niveau histologique, bien qu’aucune Iésion ne soit spécifique,
cette toxicité entraine des altérations vasculaires et tubulaires, avec notamment une
artériolopathie, des microangiopathies trombotiques (figure 6 B) ainsi qu’une tubulopathie

toxique avec présence de vacuoles (figure 6 A).
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Figure 6: Biopsie rénale montrant les lésions histologiques caractéristiques de la
toxicité aigtie des ICN.

(A) Vacuolisations tubulaires : les vacuoles sont petites et distribuées de maniére homogéne
dans le cytoplasme des myocytes et des cellules tubulaires proximales (trichrome, x200). (B)
Microangiopathies thrombotiques induites par la CsA. Présence de dépbts hyalins dans la
lumiere des artérioles et des capillaires glomérulaires (Hématoxyline/Eosine, x400) (D’aprés
Liptak et Ivanyi, 2006 (88))

Lésions vasculaires

Au niveau vasculaire, la néphrotoxicité s’exerce directement sur les cellules
endothéliales. Sous I'effet des immunosuppresseurs, la libération de facteur vasoactifs est
modifiée, avec une augmentation des facteurs vasoconstricteurs tels que I'endothéline ou le
thromboxane (89,90), une activation du systéeme rénine-angiotensine (91,92) et une
diminution de la synthése de facteurs vasodilatateurs tels que le monoxyde d’azote (NO), la
prostacycline et la prostaglandine E2 (93-95). Histologiquement, les biopsies de patients
montrent une vasoconstriction des artérioles efférentes mais aussi et surtout, des artérioles
afférentes pré-glomérulaires, avec un gonflement marqué et une vacuolisation des cellules
endothéliales. Ces lésions conduisent a une diminution significative aboutissant a terme a

une réduction du débit de filtration glomérulaire et & une dysfonction rénale (96,97).
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La deuxieme atteinte vasculaire pouvant résulter d’'un traitement aux ICN est la micro-
angiopathie thrombotique (MAT). Plus rares ces Iésions se caractérisent essentiellement par
la présence de thromboses fibrineuses glomérulaires et artériolaires plus ou moins étendues.
Les lumiéres des capillaires glomérulaires contiennent quelgues polynucléaires neutrophiles
et parfois des agrégats plaquettaires. L’atteinte peut devenir systémique et se caractérise
alors par un syndrome hémolytique et urémique. Ces lésions ne sont pas spécifiques de la
toxicité des ICN et, de nombreux facteurs peuvent étre a I'origine de telles Iésions, il est donc
important d’éliminer les autres causes possibles (infections, rejet humoral aigu, tumeurs

malignes) (88,98).

Tubulopathie toxique

Histologiquement, la néphrotoxicité des inhibiteurs est également associée a une
vacuolisation isométrique tubulaire, résultant d’'une expansion du réticulum endoplasmique et
d’'une augmentation des lysosomes, retrouvée aussi bien chez 'lhomme que chez I'animal
(99,100). Il est intéressant de noter que cette vacuolisation peut étre présente méme en
'absence de dysfonction du greffon et ne serait pas associée a la progression vers une
toxicité chronique de la CsA et du tacrolimus (101). Le mécanisme par lequel les ICN
induisent cette vacuolisation reste flou, mais elle pourrait étre la conséquence de l'ischémie
causée par la vasoconstriction. Cependant, la possibilité d’'une action directe de I'inhibition

de la calcineurine dans les cellules tubulaires proximales rénales ne peut étre exclue (102).
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1.3.2. Néphrotoxicité chronique des inhibiteurs de la

calcineurine

La néphrotoxicité chronique des ICN reste le probleme majeur des traitements
immunosuppresseurs. Cette forme chronique survient en général plusieurs mois ou années
aprés la transplantation et se caractérise par le développement de lésions structurales
irréversibles pouvant conduire a une insuffisance rénale terminale. L’apparition de ces
Iésions est fréquente et leur incidence augmente avec la durée post-transplantation, pouvant
atteindre, aprés 10 ans, jusqu’a 100% des patients transplantés (86). Au niveau clinique, elle
est caractérisée par une augmentation lente des concentrations de créatinine sérique, une
hypertension et parfois une protéinurie. Certains patients présentent également des
concentrations élevées d’'ICN dans leur sérum (88). Au niveau histologique, la toxicité
chronique a été décrite pour la premiére fois par Myers et coll. en 1984, sur des biopsies
rénales de patients transplantés cardiaques. Dans cette étude, il a été mis en évidence des
atteintes de la structure rénale, avec présence d’une fibrose tubulo-interstitielle et d’une
atrophie tubulaire, accompagnée de lésions de glomérulosclérose (103). Des travaux
réalisés plus tard ont permis de confirmer ces effets des inhibiteurs de la calcineurine sur la
morphologie rénale. La comparaison entre CsA et Tac a montré des changements
morphologiques similaires, indiquant une implication de I'inhibition de la voie calcineurine
dans le développement de ces lésions. Seules des différences cliniques entres ces deux
drogues ont été mises en évidence, telles qu’'une hypertension moins prononcée chez les
patients exposés au Tac, ou encore des concentrations de glucose sanguin plus faibles chez
les patients traités a la CsA (104-106). Ces études ont permis de montrer que les trois
compartiments du rein peuvent étre affectés de maniére irréversible par les ICN: les

vaisseaux, l'interstitium tubulaire et le glomérule (figure 7).

29



Atrophie tubulaire
- Lésion d’ischémie-reperfusion
- Rejet aigu sévere
- Rejet sub-clinique
- Toxicité des ICN
- Infection virale

Atteintes glomérulaires
- Glomérulosclérose
- Glomérulopathie du greffon

{ ®
~1T)e
4 - { s
47 o N/ =l ' (]

2 . s \ '. AN >§ 223N ® Hyperplasie fibro-intimale
Fibrose interstitielle & C:T\}\\“"F \ \-/ w -pRejetchronique
-Lésion d"ischémie_-rt_eperfusion \ f & /d« S o \ \ N erad - Hypertension artérielle

-Rejet sub-clinique ~N ' 8o Y \ )
- Toxicité des ICN : \ 9 SR AN
o g N o g B }
YN ‘Q\
- N i g 2 22 e
Atteintes des capillaires p “ ye A Hyfl;gfii:éadr;:gha"e
péritubulaires ' o= AR\ % B - Diabéte

- Dépédt de C4d

Figure 7: Schéma d’une biopsie rénale représentant les différentes lésions
histologiques de la dysfonction chronique du greffon ainsi que les facteurs favorisant
leur apparition.

(D’apres Alexander et coll., 2007) (107)

Artériolopathie hyaline

Elle débute la plupart du temps entre 3 et 12 mois post-transplantation et reste le
marqueur principal de la néphrotoxicité chronique des ICN. Elle est fréqguemment associée a
une concentration résiduelle de CsA élevée (>200ng/ml) et touche principalement les
patients ayant recu de fortes dose de CsA (5mg/kg/j) dans les 5 premiéres années post-
transplantation. Histologiquement cette lésion se traduit par une atteinte des artérioles
afférentes des arteres interlobulaires. Les myocytes vacuolisés présents pendant la phase
de toxicité aigue se nécrosent et sont progressivement remplacés par des dépbts protéiques
hyalins. Dans les stades les plus avancés, ces dépdts protéiques peuvent étre tellement
abondants qu’ils entrainent une obstruction totale de la lumiére. Habituellement considérée
comme étant irréversible, une réduction de posologie ou un arrét complet du traitement aux

ICN pourrait faire régresser totalement les lésions observées (108,109).
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Fibrose interstitielle et atrophie tubulaire

L’exposition chronique aux ICN induit des lésions de l'interstitium avec apparition d’une
fibrose associée a une atrophie tubulaire. Celles-ci résultent de I'hypoxie secondaire a la
vasoconstriction et due elle-méme a l'artériolopathie (104,105). Dans un premier temps les

Iésions sont localisées au niveau des rayons médullaires et présentent un aspect typique en
bandes. Ces lésions apparaissent entre 3 et 12 mois post-transplantation et se retrouvent
chez 94% des patients un an aprés greffe (86). Par la suite, ces Iésions progressent et
deviennent diffuses, avec apparition d’'un infiltrat lymphoide (105). L’aspect en bandes des
Iésions de fibroses est caractéristique, mais pas spécifique de la toxicité des ICN puisqu’une
hypertension rénale provoque des lésions similaires. L’atrophie tubulaire se caractérise par

une augmentation de la taille de la lumiére des tubules.

Atteintes glomérulaires

L’exposition répétée des cellules rénales aux ICN conduit a l'apparition de diverses
atteintes glomérulaires, qui ne sont cependant pas spécifiques de la dysfonction chronique
du greffon. La persistance de I'artériolopathie hyaline induite par les ICN conduit au
développement d’'une glomérulosclérose ischémique (110). D’autres Iésions glomérulaires
moins spécifiques sont également présentes lors d’'une néphrotoxicité des ICN : Iésions de
sclérose segmentale et focale, hypertrophie glomérulaire compensatrice, collapsus capillaire
ou encore apparition de glomérules atubulaires. Les lésions de sclérose segmentaire et
focale semblent résulter d’'une hyperfiltration glomérulaire en réponse a une perte du nombre
de néphrons fonctionnels plus que d'un effet toxique direct sur les cellules (105,111). Les
glomérules atubulaires se développent suite aux dommages tubulaires et sont déconnectés
de leur tubule proximal. lls sont plus petits et présentes souvent une fibrose périglomérulaire

(capsule fibrotique) (112,113).
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II.1. Principaux mécanismes cellulaires et moléculaires

impliqués dans la toxicité des inhibiteurs de la calcineurine

L’ensemble des mécanismes moléculaires et cellulaires induits par les ICN et conduisant
a une néphrotoxicité, aigue ou chronique, est encore mal connu. Cependant, on distingue
des effets toxiques directs et indirects sur les cellules rénales (114). Des travaux réalisés
aussi bien in vitro qu’in vivo ont permis de mieux comprendre certains mécanismes liés a
cette toxicité. De plus ces travaux suggerent que la néphrotoxicité des ICN, et notamment de
la CsA pourrait passer par d’autres voies indépendantes de l'inhibition de la calcineurine

(103,115,116).

I.1.1. Prolifération cellulaire et apoptose

[I.1.1.a. Effets de la CsA sur la prolifération cellulaire

De nombreux travaux ont mis en évidence un effet dose-dépendant de la CsA sur la
prolifération cellulaire, et ce dans différents types cellulaires tels que des cellules
mésangiales, des cellules endothéliales ou encore des cellules rénales (117-119). Les
travaux réalisés par Jennings et coll. ont montrés une diminution de la prolifération de
lignées tubulaires rénale (HK-2) et de culture primaire de cellules tubulaires proximales. Cet
arrét de la prolifération est secondaire & une augmentation de I'expression d’inhibiteurs du
cycle cellulaire, une diminution de la synthése d’ADN et un arrét de la croissance en phase
GO/GL. Les effets de la CsA sur la prolifération semblent associés a une augmentation de la

sénescence cellulaire favorisée par I'activation des protéines p53 et p16 (120)

[1.1.1.b. Effets de la CsA sur I’apoptose

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée est un processus physiologique complexe
impliquant de nombreux acteurs ayant un réle physiologique prépondérant dans le maintien
de 'hnoméostasie. Cependant, ce processus peut devenir excessif et induire alors une perte

anormale de cellules et un remaniement du tissu rénal (121,122).
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L’étude de biopsies rénales de patients transplantés présentant des signes de
néphropathie chronique induite par les ICN a permis de mettre en évidence une perte
progressive de cellules due a des phénoménes d’apoptose. Il a été mis en évidence que
cette apoptose était corrélée a l'apparition de certaines lésions spécifiques comme le
développement de la fibrose interstitielle dans un modele de néphropathie chronique chez le
rat (123). Ces résultats ont depuis été confirmé aussi bien in vivo qu’in vitro, sur des cellules
tubulaires proximales murines et porcines (124-126). Les mécanismes par lesquelles la CsA
induit une augmentation de la mort cellulaire par apoptose semblent nombreux. Les travaux
menés par Shihab et coll. en 1999 et de Yang et coll. en 2002 ont portés sur I'étude des
genes régulant I'apoptose et ont clairement montré une augmentation de la transcription et
de I'expression de protéines pro-apoptotiques telles que Fas/Fas-L, p53, bax/bcl-2, p16 ou

encore la caspase-3 (127,128).

L’ensemble des travaux menés in vitro ou sur des modeles animaux a permis de mettre
en évidence que l'apoptose induite par les ICN passait principalement par la voie
« mitochondriale » ou « intrinséque ». En effet, I'exposition a la CsA entraine une diminution
de I'expression de protéines anti-apoptotique telles que bcl-2 associée a une augmentation
de la production de protéines pro-apoptotiques telles que Bax (129). Bax est alors transloqué
a la mitochondrie et induit la libération de facteurs pro-apoptotiqgues (Smac/Diablo,
cytochrome c) entrainant l'activation de la cascade des caspases spécifique de la voie
apoptotique mitochondriale (caspases -2, -3 et -9) (130). Cependant, la CsA est également
considérée comme un facteur anti-apoptotique puisqu’il a été montré qu’elle inhibe le pore

de transition mitochondrial (131)

I.1.2. Vasoconstriction induite par les ICN

Les phénomenes de vasoconstiction sont principalement localisés au niveau pré-
glomérulaire et résultent dun déséquilibre entre facteurs vasoconstricteurs et

vasodilatateurs. Ce déséquilibre provoque alors une diminution du débit plasmatique rénal et
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du coefficient d’ultrafiltration aboutissant a une baisse du débit de filtration glomérulaire. (96).
Cette vasoconstriction prolongée a pour conséquences une hypoxie participant et aggravant

I'apparition des lésions histologiques due aux ICN.

[l.1.2.a. Activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone

La CsA est connue pour induire une activation du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone (SRAA). Cet effet passe par une action directe sur les cellules juxta-
glomérulaires, en stimulant la production et la sécrétion de rénine (132). L’activation de la
renine conduit a la synthése locale d’angiotensine Il qui a un réle prépondérant dans le
développement de Iésions de néphrotoxicité. De plus, son effet vasoconstricteur aggrave les
troubles hémodynamiques causés par les ICN. La quasi-totalité des effets physiologiques ou
pathologiques de I'Ang Il tels que la vasoconstriction, la production d’aldostérone, la
stimulation du transport tubulaire ainsi que ses effets pro-fiborogéniques passent par son
récepteur AT-1 (133). Il a été montré dans des modéles de rats que I'administration d’un
inhibiteur de I'enzyme de conversion ACE (responsable de la production d’Ang Il) ou d’'un
antagoniste du récepteurs AT-1 permettait de prévenir 'apparition de Iésions rénales induites

par la CsA (134).

11.1.2.b. Modification de la production de facteurs vasoactifs

La toxicité induite par la CsA pourrait étre augmentée a travers une perturbation de
'équilibre des substances vasoactives, allant dans le sens d’une prédominance des facteurs

vasoconstricteurs.

Parmi les facteurs vasoconstricteurs, la CsA est a l'origine de laugmentation de
lendothéline, du thromboxane ou encore de [l'angiotensine Il décrite précédemment.
Concernant I'endothéline, son rdle a pu étre mis en évidence lors de travaux menés chez le
rat, montrant que I'utilisation d’anticorps bloquant I'endothéline diminuait la vasoconstriction
due a la CsA (135). Ces résultats ont été précisés lors de travaux démontrant que le blocage

des récepteurs de I'endothéline prévenait les effets de la CsA sur la vasoconstriction des
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artérioles afférentes (136,137). Chez 'homme, il a été montré que les concentrations
plasmatiques d’endothéline et de ECE (endothelin-converting enzyme) était plus élevées
chez les patients transplantés ayant recu un traitement immunosuppresseur a base de CsA
ou de Tac (138). Le thromboxane A2 a également été mis en cause dans les processus de
vasoconstriction induits par les ICN puisque le blocage de son récepteur, limite les effets

vasoconstricteurs dus a la CsA (139)

Au niveau rénal, le principal facteur vasodilatateur est le monoxyde d’azote (NO), qui
joue un réle essentiel dans le maintien du tonus vasculaire. |l est produit par I'action de la
NO-synthase (NOS), présente sous 3 formes différentes, la nNOS (neuronale), la INOS
(inductible) et la eNOS (endothéliale). Ces 3 isoformes se retrouvent dans le rein : nNOS est
principalement exprimée par les cellules de la macula densa, INOS par les cellules
mésangiales et tubulaires proximales et eNOS par les cellules endothéliales des artérioles et
des capillaires (140,141). Des modeéles de rats exposés chroniqguement a la CsA ont permis
de déterminer la capacité de la CsA a modifier I'expression des différentes isoformes de
NOS (142,143). Des travaux ultérieurs ont également montrés une diminution de la
production de NO par les ICN, aussi bien sur des cultures de cellules tubulaires proximales
(144) que chez des patients transplantés (145). Les ICN ont la capacité de réduire I'activité
de la NO synthase endothéliale (eNOS) par différents mécanismes, en particulier en
empéchant la déphosphorylation calcineurine-dépendante de la eNOS normalement induite
par certains facteurs de croissance comme le VEGF (146). De plus, la CsA est connue pour
induire la formation de radicaux libres, eux méme responsables d’'une diminution de la
biodisponibilité du NO (147,148). Cette diminution de la biodisponibilité et de la synthése de
NO entrainerait une diminution de la vasodilatation qui est un des principaux mécanismes

conduisant a I'hypertension et a la chute du débit de filtration glomérulaire(149).

Enfin, il a été montré que la CsA induisait un déséquilibre entre les métabolites
vasoconstricteurs et vasodilatateurs de I'acide arachidonique (eicosanoides). Ainsi, il a été

montré une régulation de la cyclooxygénase-2 (COX-2) dont le promoteur contient un site de
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liaison pour le facteur de transcription NFAT (150). Les travaux réalisés par Hocherl et coll.
ont mis en évidence une inhibition de I'expression rénale de COX-2 chez les rats traités a la
CsA et au Tac (151). De plus, de nombreuses similarités ont été mises en évidence entre les
effets des ICN et des inhibiteurs de COX-2 telles que la vasoconstriction des artérioles
afférentes, la réduction du débit de filtration glomérulaire ou encore la rétention potassique et

sodique (152,153).

I.1.3. Stress oxydant

Il a été mis en évidence que la CsA posséde la capacité de générer un stress oxydant
aussi bien in vivo qu’in vitro (154,155). Ce stress résulte d’'un déséquilibre de la balance
entre la production d’espéces oxygénées réactives (ROS) et les mécanismes antioxydants.
Au niveau du rein, la production de ROS serait impliquée dans l'apparition de Iésions de
fibrose interstitielle et d’atrophie tubulaire suite a une exposition chronique a la CsA (156).
Ces ROS sont produites au niveau tubulo-interstitiel suite aux phénomeénes hypoxiques
provoqués par la vasoconstriction induite par les ICN. Plusieurs études ont mis en évidence
des augmentations de différentes ROS au niveau rénal, et plus particulierement dans les
cellules tubulaires proximales de rats traités a la CsA et présentant des Iésions de FI-AT
(157). La toxicité de la CsA pourrait en partie étre expliquée par la production de radicaux
libres qui a leur tour activeraient des voies de signalisation comme la voie de la PI3K
(phosphoinositide-3-kinase) ou la voie des MAP kinases (158). Tres récemment, il a été
démontré dans des cellules mésangiales que linhibition de la voie ERK1/2 diminuait la
production de ROS induite par la CsA suggérant un rdle important de cette voie dans la
médiation du signal de stress (155). L’inhibition de la voie ERK1/2 atténue également les

altérations de la barriére épithéliale rénale due a la CsA (159).
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I.1.4. Effets sur le TGF-B

Le TGF-B est un facteur clé dans le développement de différentes pathologies rénales
caractérisées par une fibrose interstitielle. Plus de 70% des biopsies rénales de patients
transplantés et présentant des signes de FI-AT ont une expression élevée de TGF-f (160).
Son expression dans les cellules tubulaires proximales ainsi que dans les fibroblastes est
directement stimulée par la CsA mais aussi par le Tac (161-163). Son action pro-fibrogéne
s’exerce, au moins en partie, via sa capacité a diminuer la dégradation et a augmenter la
production de protéines de la matrice extra-cellulaire (MEC) (164). Le TGF-B stimule
directement la transcription de génes codant des protéines de la MEC, aussi bien par les
cellules mésangiales, endothéliales et tubulaires comme la fibronectine, le collagéne ou les
métalloprotéinases (163). Les effets pro-fibrotiques du TGF-B passent également par
linduction du CTGF (connective tissu growth factor) qui stimule la prolifération des

fibroblastes et la synthése de MEC (165).

1.1.5. Transition épithélio-mésenchymateuse

La TEM est un processus déclenché par de nombreux stimuli extracellulaires dont le
principal acteur reste le TGF-B. Les travaux réalisés par Slattery et coll. ont montré que
I'exposition de cellules tubulaires proximales humaines a la CsA pouvait induire une TEM, et
gue ce phénomene était lié a la production de TGF-B et a son action autocrine. En effet, la
CsA entraine une désorganisation des jonctions cellulaires, une expression de novo d’'a-
SMA ainsi qu’une augmentation de la motilité cellulaire qui sont des signes caractéristiques
de la TEM (166). De plus, ces résultats indiquent que la CsA induit une modification de
'expression de nombreux génes dont le géne E2A codant pour les facteurs de transcription
E2 et E47. Ces facteurs ont été impliqués dans l'induction de la TEM aussi bien in vitro sur
des cellules MDCK, qu’in vivo, ou il a été montré qu’ils étaient capables d’inhiber I'expression
de la E-cadhérine et d’induire celle de I'a-SMA (167). D’autres travaux ont également permis

de mettre en évidence une augmentation du CTGF, une des cibles du TGF-3, dans des
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cellules traitées a la CsA confirmant que la TEM induite par la CsA résulte bien d’'une action
sur le TGF-B (168). Enfin, des données récentes obtenues par I'étude de biopsies de
patients transplantés montrent que les patients ayant recus de la CsA présentent des signes
de TEM avec une progression de lésions de FI-AT et une diminution du DFG plus importante

a 12 mois que les patients ayant recu un traitement sans CsA (169).

La TEM est un processus complexe, impliquant de nombreux acteurs et ayant un réle
central dans I'apparition de la fibrose. La figure 8 récapitule, de maniére non-exhaustive les

principales voies responsables de la TEM.
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Figure 8: Schéma récapitulatif des différents acteurs moléculaires participant a la
TEM et implication de la CsA.

Les voies de signalisation impliquées vont exercer leurs effets a différents niveaux du
processus de TEM et participent ainsi a la transformation de cellules épithéliales en cellules

fibroblastiques, responsables de la fibrose rénale. D’apres Liu Y. 2004 (170).
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I.1.6. Stress du réticulum endoplasmique et autophagie

[1.1.6.a. Stress du réticulum et réponse adaptative

Les protéines sécrétées, membranaires ou retrouvées dans les organites intracellulaires,
sont pour leur majorité synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE) ou elles sont
repliées et assemblées en complexes multi-protéiques de fagcon a acquérir une conformation
efficace avant leur transport vers leur site d’action (171). Le repliement de ces protéines est
réalisé au niveau de la lumiére du RE et nécessite l'intervention de protéines chaperonnes
résidentes du RE, telles que la calnexine, la protéine BiP (ou GRP78 : Glucose- Regulated
Protein 78kDa), les protéines-disulfide isomérases ou encore la GRP94, qui préviennent
d’éventuelles erreurs de repliement (172). A lissue de ce processus, les protéines dont la
conformation demeure inappropriée peuvent étre retenues dans le RE, afin de subir une
nouvelle action des protéines chaperonnes visant a acquérir une conformation adéquate, ou
peuvent également étre transloquées au niveau cytoplasmique ou elles seront dégradées

par le protéasome ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation).

Au cours de certaines conditions, I'accumulation de protéines mal ou insuffisament repliées
dans le RE peut étre a l'origine d’'une saturation des systemes de repliement et/ou de
dégradation de ces protéines et activer une réponse du réticulum endoplasmique. Les
cellules soumises a un stress de ce type développent une réponse adaptative, appelée
réponse UPR (Unfolded Protein Response) ayant pour but d’augmenter les capacités
cellulaires de repliement et de dégradation des protéines. Cette réponse est donc un
phénoméne physiologique d’adaptation caractérisé d'une part, par l'activation de la
transcription de geénes codant pour les chaperonnes, les protéines du systeme de
dégradation ERAD et d’autre part, par une répression rapide et intense de la synthese

protéique limitant I'afflux de protéines néo-synthétisées dans le RE déja saturé (173,174).

En cas de stress du RE intense et/ou prolongé, la réponse UPR peut s’avérer insuffisante et

orienter la cellule vers un processus de mort cellulaire par apoptose, initiée par I'activation du
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gene codant pour le facteur de transcription CHOP/GADD153 (173,175). D’'une fagon
générale, les mutations ainsi que les erreurs transcriptionnelles ou traductionnelles peuvent
altérer la conformation ou l'oligomérisation protéique et étre a l'origine d’un stress du RE.
Expérimentalement, le stress du RE est inductible par différentes substances chimiques
telles que la tunicamycine (inhibiteur de la N-glycosylation), le dithiothréitol qui rompt les
ponts disulfures, la bréféldine A qui bloque le transport protéique du RE vers l'appareil de

Golgi ou encore la thapsigargine qui inhibe I'entrée de calcium dans le RE (176,177).

I1.1.6.b. Autophagie induite par la cyclosporine

Des données récentes ont mis en évidence la capacité du stress du RE a induire
I'autophagie sur des cellules rénales tubulaires proximales de rat (178). L’autophagie est un
mécanisme physiologique cytoprotecteur par lequel la cellule tente de limiter les effets
délétéres lies au stress du RE en activant I'autodigestion de protéines et de certains
organites intracellulaires (179,180). En situation de stress, l'autophagie permet donc
d’augmenter la viabilité cellulaire en diminuant le niveau de protéines ayant une
conformation incorrecte dans le RE et en les recyclant de maniére a apporter des nutriments
nécessaires aux fonctions cellulaires vitales, ainsi qu’en éliminant les organites cellulaires
atteints (180). La capacité de la CsA a activer 'autophagie suite au stress du RE a été mise
en évidence par Pallet et coll. en 2008, par analyse du marqueur de I'autophagie LC3lII, sur
des cultures primaires de cellules tubulaires humaines et in vivo par analyse
immunohistochimique de coupes rénales chez le rat (181). Ce travail suggere que
'augmentation d’expression du marqueur LC3Il est rapide, intense et corrélée a celle de BiP.
De plus, l'augmentation de LC3Il est associée a une augmentation du nombre
d’autophagosomes au niveau des cellules tubulaires proximales. Enfin, 'inhibition par siRNA,
de l'autophagie induite par la CsA conduit & une augmentation significative de la mortalité
des cellules tubulaires rénales in vitro (181). L’ensemble de ces travaux suggére donc
gu’'une détection précoce de l'autophagie induite par la CsA, par une mesure du niveau

d’expression de LC3Il dans les préléevements biopsiques de patients transplantés rénaux,

40



pourrait constituer une approche intéressante pour dépister la néphrotoxicité induite par la
CsA et permettre d’anticiper l'apparition de lésions irréversibles induites par la CsA

(réduction de posologie ou proposition d’'une alternative thérapeutique par exemple).

II.2. Résumé des principaux mécanismes impliqués dans la

néphrotoxicité des ICN

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la néphrotoxicité des ICN, ainsi que la
nature des lésions histologiques associées, apparaissent donc trés complexes et variés. La
figure 9 est un résumé des principaux effets, directs et indirects, des ICN et leurs
conséquences sur la physiologie, I'histologie et la fonction rénale (114). Cette figure illustre
la complexité des mécanismes et voies de signalisation intervenant dans la pathogénése de
la néphrotoxicité induite par les ICN, qu’elle soit aiglie ou chronique, et qui touche différentes
parties du tissu rénal. Par ailleurs, aux mécanismes figurant sur cette figure s’ajoutent
également des mécanismes récemment décrits tels que le stress du réticulum
endoplasmique et I'autophagie. La figure 9 montre que des Iésions induites par les ICN,
observables sur différents compartiments du rein, sont intimement li€ées par des relations de
causes a effets et qu’il existe un lien entre certains mécanismes impliqués dans les

néphrotoxicités, aigle et chronique, des ICN.
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Figure 9 : Représentation schématique récapitulant les principaux mécanismes
impliqués dans la néphrotoxicité aiglie ou chronique des ICN et leurs conséquences.

Les mécanismes moléculaires de toxicité des inhibiteurs de la calcineurine sont reliés par
des fleches aux conséguences histologiques et fonctionnelles observées au niveau rénal
(compartiments glomérulaires, artériolaires et tubulo-interstitiels). CNI, Inhibiteurs de la
calcineurine; TMA, microangiopathie  thrombotique; EMT, transition épithelio-
mésenchymateuse; ECM, matrice extracellulaire; GFR, débit de filtration glomérulaire;
FSGS, glomérulosclérose focale segmentaire; ROS, substances réactives de I'oxygéne.

(D’aprés Naesens et coll. (114)).
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lll. Le Cytosquelette

[1l.1. Structure générale

Le cytosquelette est un réseau complexe, formé de réseau de filament et de tubules
protéiques qui s’étendent a travers tout le cytoplasme, assurant ainsi I'architecture cellulaire.
C’est une structure tridimensionnelle trés dynamique qui se réorganise continuellement en
réponse aux contraintes intra- et extracellulaires. Il est impliqué dans de nombreux
processus physiologiques tels que la migration, la division cellulaire, les phénoménes
d’endo/exocytose, mais également le transport et I'ancrage d'organites jusqu'a des sites
définis au sein de la cellule. Parallelement, le cytosquelette joue un role essentiel dans la
polarisation des cellules et dans leur adaptation aux contraintes mécaniques (tension,

pression).

Le cytosquelette est un réseau protéique complexe constitués de filaments protéiques,
gui en interagissant vont conférer aux cellules des propriétés physiques particuliéres
(élasticité, résistance...) favorisant I'adaptation aux contraintes mécaniques. Tous les
éléments du cytosquelette sont des structures protéiques allongées résultant de la
polymérisation d'éléments monomériques. Il existe trois types de filaments composant le

cytosquelette : les microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires et les microtubules.

[11.1.1. Les microfilaments d’actine

Dans de nombreuses cellules animales, l'actine est la protéine la plus abondante,
pouvant représenter de 5 a 15 % de la masse protéique totale. L’actine est codée par au
moins 6 genes, et se répartit en 3 classes : a (cellules musculaires), B et y qui présentent

une homologie de séquence de 90%.

Les microfilaments forment des structures dynamiques, d’environ 5 a 9 nm de diamétre,
composées de sous-unités globuleuse, I'actine G. Ces filaments sont polarisés, ils possedent

une extrémité + au niveau de laquelle la polymérisation est rapide et une extrémité — ou la
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polymérisation est lente. L’actine G liée a I'ATP est incorporée au niveau de I'extrémité du
filament pour former un filament d’actine F, puis I'ATP est hydrolysé en ADP ce qui a pour
conséquence de diminuer l'affinité de liaison des molécules d’actine et ainsi d’induire la
dépolymérisation. La vitesse d’assemblage de [actine filamenteuse (actine F) est

dépendante de la concentration en Ca®, en actine G et en ATP.

[1l.1.1.a. Les protéines ABP (Actin Binding Protein)

L’actine est capable de lier de nombreuses protéines collectivement appelées ABP, qui
en se liant a l'actine vont pouvoir coopérer de maniere positive ou négative avec cette
derniére. Ces protéines vont participer activement a la dynamique du réseau de
microfilaments en régulant 'assemblage/désassemblage des filaments, I'organisation et la
stabilisation ainsi que la fonction de ce réseau comme par exemple le déplacement de

vésicules d’endocytose/exocytose et la contraction musculaire.

Protéines de la famille ADF/Cofiline

Les protéines essentielles de cette famille sont exprimées chez tous les eucaryotes, on
retrouve trois formes chez les Mammiféres : 'ADF (Actin-depolymerising factor), la cofiline-1
(forme majeur des tissus non musculaires) et la cofiline-2 (forme majeure dans les muscles).
La cofiline est distribuée de maniére diffuse a travers le cytoplasme des cellules quiescentes.
Cependant, dans les cellules activées, elle est localisée a la membrane, dans les régions ou
le cytosquelette d’actine est hautement dynamique. Elle dirige ainsi I'organisation des
membranes des cellules mobiles, le clivage du sillon des cellules en division, 'avancée des
cones de croissance neuronaux et la myofibrillogenese (182-184). L’ADF et la cofiline ne
sont pas exprimés de la méme fagon selon les tissus. Chez I'adulte, 'ADF est exprimé de
maniére assez importante dans les nerfs, l'intestin, les reins ou les testicules, alors que les
niveaux élevés de cofiline sont principalement retrouvés dans le tissu hématopoiétique, les

ostéoclastes et les fibroblastes (182,185).
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La famille ADF/Cofiline est bien connue pour intervenir en tant que régulateur de
'équilibre existant entre 'assemblage et le désassemblage des microfilaments d’actine.
Cette action dépend de la concentration relative de cofiline par rapport a l'actine et de la
concentration des autres protéines ABP (186). Des études in vitro ont montrées qu’un faible
ratio cofiline/actine favorise le sectionnement des filaments d’actine alors que des ratios
élevés favorise la nucléation de I'actine (187). De plus, si la concentration de cofiline devient
trop importante dans la cellule, les complexes actine-cofiline forment des « paquets » dont le
réle est de séquestrer la cofiline excédentaire la rendant alors incapable d’exercer son action
(188).

La cofiine est connue pour étre a la base des mécanismes
d’assemblage/désassemblage rapides de longs filaments d’actine non ramifiés au niveau
des lammellipodes des cellules mobiles. Ce role dérive de sa capacité récemment
découverte a rentrer en compétition avec le complexe Arp2/3 et de réduire son affinité pour
les microfilaments (189). Ce complexe Arp2/3 est responsable de la nucléation et de la
croissance de nouveaux filaments d’actine a partir de filaments pré-existants, générant ainsi
un réseau ramifié typique des lamellipodes (190). Des travaux réalisés in vitro ont montré
que la cofiline induit un changement de la structure des filaments d’actine, empéchant ainsi
'action de Arp2/3 et provoquant la disparition des branches (189). L’apparition et la
disparition cyclique des branches d’actine de ces réseaux ramifiés pourraient s’expliquer en
partie par une coordination spatiale et temporelle de I'activation de la cofiline et de son
interaction avec Arp2/3.

Le passage de la cofiline d’'une forme inactive a active est principalement régulé par les
mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation. La cofiline est inactivée par la
phosphorylation de sa sérine 3. Cette modification conduit a linhibition de sa liaison a
'actine G et F et au clivage des filaments (191). Cette phosphorylation est réalisée par deux
familles de kinases que sont les LIM kinases (LIMK) et les Tes kinases (TESK) (186). Les
LIMK sont elles mémes activées par différentes voies de signalisation telles que les

protéines Rho GTPases, et les TESK peuvent étre activées via les adhésions cellulaires et
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particulierement les intégrines (192,193). A l'inverse, la déphosphorylation de la cofiline est
réalisée par la chronophine, spécifique de la cofiline, et les protéines slingshots (SSH)
capables de reconnaitre également les LIMK. Chacune de ces protéines est régulées par
différentes voies de signalisation, dont la calcineurine qui une fois activée déphosphoryle
SSH conduisant a l'activation de la cofiline (194-197). Ces données ont permis une
meilleure compréhension des acteurs impliguées en amont dans les mécanismes

d’activation/désactivation de la cofiline (figure 10).
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Figure 10: Signaux contrélant la phosphorylation et la déphosphorylation de la
cofiline.

Vue d’ensemble des kinases et phosphatases connus pour réguler cette voie. Les protéines
Rho GTPases jouent un réle central dans le contréle des kinases et des phosphatases. Les
lignes et fleches vertes indiquent une activation, les rouges une inhibition et les grises ou
noires une interaction sans effet ou ayant des effets inconnus sur lactivité. +P et —P
indiquent respectivement une phosphorylation ou une déphosphorylation (D’apres Van Troys
et coll., 2008 (186))
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Autres familles d’ABP

La profiline est connue pour faciliter 'échange des nucléotides des monoméres d’actine
libérés des filaments dans le sens d’'un échange d’ADP pour de 'ATP (198). De plus, la
profiline augmente le renouvellement des filaments d’actine en présence de cofiline puisque
ces deux protéines agissent simultanément aux extrémités opposées d'un filament. La
profiline ajoute des monomeéres d’ATP-actine a I'extrémité + et la cofiline dissocie 'ADP-

actine de I'extrémité — (199).

La gelsoline est une autre protéine appartenant a la super-famille des ABP et qui tire son
nom de sa capacité a dissoudre des gels d’actine in vitro en sectionnant, en coiffant et en
induisant la nucléation des filaments d’actine (200). Cette protéine présente une forte affinité
pour I'actine et exerce son action en attaquant I'extrémité + des filaments. Aprés le clivage
de I'extrémité +, la gelsoline reste fixée au filament et joue un rdle de protéine de coiffe
prévenant ainsi la repolymérisation rapide de I'actine (201). La dissociation de la gelsoline
des filaments génére de nombreuses extrémités ou débutent de nouveaux filaments. Ainsi le
cytosquelette peut étre reconstruit dans une nouvelle direction permettant un mouvement
cellulaire redirigé (202). Des souris invalidées pour la gelsoline présentent une diminution de
la migration des neutrophiles et des fibroblastes (203). A linverse, la surexpression de la
gelsoline dans des fibroblastes augmente leur taux de migration via un mécanisme

d’assemblage/désassemblage dépendant de la gelsoline (204).

Le complexe ERM (Ezrine/Radixin/Moesin) participe également & la régulation de
I'organisation du cytosquelette d’actine, particulierement au niveau apical. Dans les cellules
épithéliales, ce complexe est localisé dans le cytoplasme et au niveau de la bordure en
brosse ou il participe a I'organisation des domaines membranaires spécifiques. Cette action
passe par sa capacité a interagir avec des protéines transmembranaires, les phospholipides,
des protéines cytoplasmiques associées a la membrane et le cytosquelette d’actine, faisant
du complexe ERM un régulateur central de l'organisation du cortex cellulaire et de

différentes voies de signalisation (205-207). Il a ainsi été mis en évidence que des souris

47



déficientes pour l'ezrine présentent un défaut dinteraction entre la membrane et le
cytosquelette conduisant a une morphologie anormale de la membrane apicale
(malformation des microvillosités) et des jonctions apicales, empéchant ainsi la polarisation

compléte de I'épithélium (208)

D’autres protéines de cette super-famille des ABP interviennent dans la régulation de
l'actine telles que les thymosines, et particulierement la thymosine B4 qui interagit avec
'actine et inhibe la polymérisation de l'actine et 'échange de nucléotide des monomeéres
d’actine (209). On retrouve aussi la DNase | qui, comme la thymosine pourrait empécher
l'incorporation des monomeéres d’actine dans les filaments (210) ou encore des protéines de
coiffe telle que Cap Z présente dans les muscles squelettiques et qui régule 'assemblage

des filaments en se fixant a I'extrémité + (202,211).

[l1.1.1.a. De la dynamique de I’actine a la transcription génique

L’équilibre permanent qui existe entre les mécanismes de
polymérisation/dépolymérisation de I'actine induit un changement dans le ratio de I'actine G
et de l'actine F. Les protéines Rho GTPases, activées par différents stimuli jouent un réle
central dans cet équilibre. De plus, cette famille de protéine est connue pour étre un des
médiateurs principaux du complexe SRF/MRTF (Serum Response Factor/Myocardin-Related

Transcription Factor) (212).

Le facteur MRTF est, en condition quiescente, lié a I'actine G dans le cytoplasme ce qui
le maintien sous forme inactive. L’activation des protéines Rho et des voies de signalisation
en aval conduit en particulier a la polymérisation de I'actine et ainsi a une diminution du pool
d’actine G. Cela conduit a la libération du facteur MRTF qui est alors transloqué au noyau ou
il interagit avec le facteur de transcription SRF. L’activation de ce complexe induit la
transcirption de génes parmi lesquels on retrouve des protéines participant activement a la
fonction des filaments d’actine : des protéines structurales et des protéines impliquées dans

la dynamique de l'actine (actine et cofiline-1 par exemple) (213,214). Dans les cellules
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rénales LLC-PK1, Fan et coll. ont mis en évidence que le complexe MRTF/SRF est activé
par la polymerization de 'actine et participle a la differentiation d’'un phenotype épithélial vers

un phenotype mésenchymateux ainsi qu’a I'activation de I'expression d’a-SMA (215)

Etant donné I'importance du complexe MRTF/SRF dans I'expression de génes codant
pour des composants du cytosquelette d’actine, des cellules déficientes pour le facteur SRF
présentent une structure et une dynamique du réseau d’actine altérées ainsi qu’'une

diminution des adhésions focales (216)

l11.1.1.b. Résumé des mécanismes impliqués dans la régulation de I’actine

La dynamique du cytosquelette est un processus complexe mettant en jeu un grand
nombre de protéines qui coopérent dans le but de réguler finement I'équilibre entre
polymérisation et dépolymérisation des filaments (figure 11). Cet équilibre implique les Rho
GTPases qui tiennent un rdle central et participent activement a la dynamique du

cytosquelette lors de I'adaptation cellulaire.
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Figure 11 : Représentation schématique des protéines impliquées dans la régulation
de la dynamique de I'actine.

Les principales ABPs et leurs différentes voies d’activation sont représentées, ainsi que le
complexe MRTF/SRF qui fait le lien entre dynamique de l'actine et transcription génique
(D’apres Olson et Nordheim 2010 (213))
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I11.1.2. Les filaments intermédiaires

I11.1.2.a. Structure

Les filaments intermédiaires sont les composants les plus stables du cytosquelette. lls
forment au sein de la cellule, un réseau constitué par des polyméres de protéines fibreuses
de type trés variés mais possédant tous un domaine central en hélice a. Ce domaine central
permet I'association de deux monomeéres et la formation de diméres, qui s’associent eux-
mémes pour former un tétramére. Ces derniers forment ensuite des protofilaments. Les
filaments intermédiaires correspondent a l'association finale de 8 protofilaments, formant
ainsi une structure rigide et résistante d’environ 8 a 10 nm de diametre. Contrairement aux
microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires ne sont pas polarisés et leur

assemblage se fait de maniére spontanée, sans intervention de molécule de GDP ou GTP.

l11.1.2.b. Différentes classes de protéines

Les protéines composant ce réseau de filaments intermédiaires sont trés variées et leurs
propriétés varient selon le type cellulaire et la localisation intracellulaire. On retrouve 5

grandes classes de protéines entrant dans la composition des filaments intermédiaires.

Type Unité protéique Localisation
I Kératines acides Epithélium, cheveux, ongles
1 Kératines basiques et neutres Epithélium, cheveux, ongles
Vimentine Cellules mésoblastiques, fibroblastes
" Desmine Muscles
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) Astrocytes
Périphérine Neurones périphériques
\% Neurofilaments Neurones
\% Laminines Enveloppe nucléaire

Tableau 1: Classification des différents types de protéines appartenant a la famille des filaments

intermédiaires.
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Les lamines sont retrouvés dans le noyau de la majorité des cellules de Mammiferes,
alors que les autres filaments intermédiaires (types | a 1V) sont cytoplasmiques et exprimés

de maniére spécifique dans les différents tissus ou cellules. Les filaments intermédiaires

représentatifs majeurs de chaque tissu sont représentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Schéma de la distribution des protéines des filaments intermédiaires dans
le corps humain.

Les 5 familles de protéines des Fl sont représentées. Dans le but de simplifier le schéma,
tous les tissus ne sont pas montrés et le profil d’expression complexe des Fl dans certains
tissus n’est pas listé de maniére exhaustive. (D’aprés Toivola et coll, 2005 (217)).
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[11.1.2.c. Rble des filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires forment un réseau macromoléculaire complexe qui s’étend
de l'enveloppe nucléaire a la membrane plasmique des cellules. Tout comme les
microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires jouent un réle essentiel dans le maintien
de larchitecture cellulaire. Par exemple, les lamines assurent un réle de soutien de
I'enveloppe nucléaire, participent au processus de mitose et seraient également impliquées
dans la réponse cellulaire au stress mécanique en participant a la transcription de génes
(218). De la méme fagon, la GFAP participe, avec les microtubules, a la structure du
cytosquelette axonal des neurones. Au niveau épithélial, les kératines assurent la structure
tridimensionnelle des cellules et participent aux jonctions cellulaires en interagissant avec les
desmosomes et hémidesmosomes, conférant ainsi aux cellules une résistance aux forces

mécaniques (219).

Une des caractéristiques propres aux Fl et qui les distinguent des microfilaments d’actine et
des microtubules est leur expression tissulaire spécifigue ainsi que leur
compartimentalisation cellulaire. Cette particularité leur permet de mieux s’adapter aux
fonctions de types cellulaires spécifiques. De plus, leur profil d’expression peut varier au
cours de la vie d'une cellule et selon I'état de différenciation. Par exemple, les cellules
tubulaires proximales n’expriment normalement que des cytokératines et pas de vimentine.
Cependant, il a été montré qu’en culture, des cellules tubulaires isolées a partir de tube
proximal de rats co-expriment la cytokératine et la vimentine lorsqu’elles sont en phase de
prolifération (220). D’autres travaux ont mis en évidence que des cellules épithéliales de la
glande mammaire cultivées a partir de la méme population mais dans des conditions
hormonales différentes présentent une composition de leur cytosquelette différente (221).
Enfin, des études menées sur des cellules épithéliales bovines (MDBK) révelent des
modifications de I'expression des cytokératines et de la vimentine dépendantes de I'état de
confluence des cellules, indiquant une implication des contacts cellulaires dans I'expression

des filaments intermédiaires (222).
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[11.1.3. Les microtubules

I11.1.3.a. Structure

Les microtubules sont formés par la polymérisation d’'une protéine globulaire, la tubuline.
Il existe 2 sous unités, I'a et la B-tubuline, qui s’hétérodimérisent pour former l'unité de base
des protofilaments. Les microtubules sont des tubes creux d’environ 25 nm de diamétre,
formés par I'association de 13 protofilaments disposés en couronne (223). Tout comme les
microfilaments d’actine, les microtubules sont des structures polarisées avec un péle — ou la
polymérisation et I'allongement sont rapides, et un pdle +, ou l'allongement est lent. Ces
structures prennent généralement naissance au niveau des centrosomes (péles -), situés
dans la zone périnucléaire, et irradient vers la périphérie cellulaire (pbles +). Les
microtubules sont des composants en instabilité dynamique, c'est-a-dire qu'il existe un
réarrangement continu de ces structures au cours des différents processus physiologigues.
Les processus de polymérisation/dépolymérisation nécessitent la présence d’énergie,

présente sous forme de GTP, qui est hydrolysé en GDP (224).

[11.1.3.b. Protéines associées et fonctions cellulaires

De nombreuses protéines régulatrices sont impliquées dans les diverses fonctions
gu’'assurent les microtubules. C’est le cas notamment des protéines associées aux
microtubules, ou MAPs, qui jouent un rdle dans la stabilisation des microtubules mais
également dans leur fonctionnement. Par exemple, au niveau neuronal, la MAP 2 assure la
liaison entre deux microtubules voisins, et favorise |'orientation et la stabilisation des
microtubules au sein des axones (225). La protéine Tau, impliguée dans la maladie
d’Alzheimer, joue elle aussi un rOle essentiel dans lorganisation et l'orientation des

microtubules en faisceaux paralléles (226).

En plus de ces protéines contrélant I'organisation et l'assemblage du réseau de
microtubules, d’autres protéines sont nécessaires au transport d’organites et/ou de vésicules

le long des microtubules. Ces protéines, dites motrices, comme les kinésines et dynéines
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sont des ATPases qui hydrolysent 'ATP et utilisent I'énergie libérée pour assurer le

déplacement des organites ou des vésicules dans la cellule (227,228).

Les microtubules assurent de nombreuses fonctions au sein des cellules. En plus de
celles citées précédemment, ils structurent certains organites tels que I'appareil de Golgi
(229) ou le réticulum endoplasmique (230), le battement des cils (épithéliums bronchigues et
intestinaux) ainsi que le déplacement cellulaire puisqu’ils sont responsables des
mouvements générés au niveau du flagelle (231) . lls exercent aussi une fonction essentielle
au cours de la division mitotique, en assurant la formation du fuseau mitotique et la migration

des chromosomes aux péles de la cellule (232).

lll.1. Cytosquelette et cellules épithéliales

L’architecture particuliere des cellules épithéliales est maintenue grace a une
organisation spécifique du cytosquelette, permettant aux cellules d’assurer leur role de
barriere physiologique mais également leur activité de sécrétion et d’absorption de différents
composés. Les cellules épithéliales, de maniére générale, sont caractérisées par une
polarité apicale-basolatérale qui compartimentalise la membrane en domaines distincts par

leur composition et leur role.

Les cellules tubulaires proximales possédent une bordure en brosse composée de
nombreuses microvillosités. Celles-ci permettent une augmentation de la surface d’échange
disponible entre épithélium et lumiere du tubule proximal, ce qui favorise les nombreux
échanges aux travers de la membrane. Les filaments d’actine participent a la structure
interne des microvillosités, en association avec différentes protéines telles que la fimbrine et
la villine. Ces protéines dictent 'organisation structurale des microfilaments d’actine au sein
des microvillosités, assurant ainsi une efficacité fonctionnelle de ces structures. Une
deuxiéme région, la ceinture d’actine, est située juste sous la membrane apicale des
cellules, au niveau de la zonula adherens formée par les jonctions d’adhérence. Cette

structure est formée de nombreux filaments d’actine interagissant entre eux via des
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protéines de type myosine, tropomyosine et a-actinine. L’interaction entre la ceinture d’actine
et ces jonctions d’adhérence assure une cohésion forte entre cellules adjacentes mais
permet aussi de maintenir la polarité cellulaire. Certaines protéines, comme ZO-1, ZO-2
(Zonula Occludens -1 et -2) ou EPLIN (epithelial protein lost in neoplasm) participent a la
formation et au maintien de I'intégrité de cette ceinture d’actine, en garantissant l'interaction

actine-jonctions cellulaires (233,234).

Les microtubules sont eux, organisés a partir d’'une zone périnucléaire appelée
centrosome. C’est a partir de ce centre organisateur que se développent les microtubules.
Les extrémités — sont orientées vers le centrosome, et les extrémités + se répartissent a
travers le cytoplasme, en direction de la membrane cellulaire. Lors de la mitose, le
centrosome se divise pour former les deux péles du fuseau mitotique. Parallelement, les
microtubules jouent un réle essentiel dans la formation du cil primaire. L'ensemble des
cellules de I'épithélium rénal, a I'exception des cellules intercalaires du canal collecteur,
présente a leur surface apicale un cil primaire uniqgue non mobile, assurant un réle chimio et

mécanosensoriel (235). Ce cil primaire est formé d'une structure centrale, I'axoneéme,

composée de neuf doublets de microtubules issus d’'un corpuscule basal du centrosome.

Contrairement aux réseaux de microfilaments et de microtubules qui ont fait 'objet de
nombreuses études, les filaments intermédiaires sont restés longtemps peu étudiés et leur
fonction semble restreinte a un réle structural. Cependant, il semblerait que ces filaments
participent activement a la mise en place de la polarité cellulaire dans différents types
d’épithéliums. Dans les cellules épithéliales polarisées, ces filaments sont localisés
principalement au niveau apical. On retrouve également des filaments cytoplasmiques
présents a proximité des membranes basolatérales, et qui interagissent avec les

desmosomes et hémidesmosomes (236).
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Les différents composants du cytosquelette des cellules épithéliales sont représentés

schématiquement dans la figure 13.

~— Filament intermédiaire

—— Actine

—~ Microtubules
Jonctions serrées
Jonctions d’adhérence

’ Desmosomes

Hémidesmosomes

Matrice extracellulaire

Figure 13 : Schéma du cytosquelette d’une cellule épithéliale.
Les 3 composants principaux, microfilaments d’actine, filaments intermédiaires et

microtubules assurent la structure cellulaire et la cohésion cellule-cellule et cellule-matrice.

lll.2. R6le du cytosquelette et implication dans |la
physiopathologie

En plus d’assurer un rble de soutien de l'architecture cellulaire, le cytosquelette est
impliqué dans de nombreuses fonctions physiologiques essentielles au bon fonctionnement
des cellules. Le maintien de son intégrité est donc primordial et, de nombreuses pathologies
résultent d’'une altération de ses composants (mutations) ou des protéines qui lui sont

associées.

57



La présence de mutations dans les filaments composant le cytosquelette a un effet plus
ou moins délétere, selon le type cellulaire et le tissu touché. Par exemple, les kératines
présentes au niveau de I'épiderme jouent un réle crucial dans l'intégrité de ce tissu et dans
son réle protecteur. Une mutation de celles-ci conduit a I'apparition de pathologies graves
telles que I'épidermolyse bulleuse, caractérisées par une fragilité des cellules de la couche
basale de I'épiderme due a une mutation de la kératine 5 ou 14 (237). De nombreuses
autres mutations peuvent conduire a des pathologies de la peau telles que I'hyperkératose
(kératine 1 et 9) et la dystrophie Meesma (kératine 3 et 12) (238). La variété des filaments
intermédiaires ainsi que leur localisation dans des types cellulaires trés variés permettent de
comprendre la diversité des pathologies résultant de mutation sur ces composants. Ainsi, de
nombreuses pathologies liées a des mutations de protéines du cytosquelette, provoquant
souvent des agrégats de la protéine mutée ont été mise en évidence. C'est le cas des
desminopathies, filaminopathies, laminopathies ou encore de I'AFAM (Actin Filament
Aggregate Myopathy). Des études ont également montré des mutations de la périphérine au
niveau neuronal, mutations pouvant étre impliquées dans le développement de la sclérose
latérale amyotrophique (239—-241). Concernant les pathologies associées aux microtubules,
la plus connue est la maladie d’Alzheimer. Elle ne résulte pas directement d’'une mutation sur
les microtubules, mais d’'une altération de la protéine Tau (Tubule associated unit) dont la
fonction physiologique est de stabiliser les microtubules dans les axones. En cas de
mutation, cette protéine est hyperphosphorylée, se désolidarise des microtubules et forme
des agrégats cytoplasmiques. D’autres mutations de cette protéine, conduisant
principalement & des modifications de son état de phosphorylation ont été étudiées et
semblent étre, au moins partiellement impliquées dans diverses pathologies

neurodégénératives telles que des démences frontotemporales. (242)
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I1.2.1. Modification du cytosquelette des cellules épithéliales

rénales: exemple de la transition épithélio-mésenchymateuse
L’apparition de la fibrose rénale dans la néphropathie chronique met en jeu un
mécanisme connu sous le nom de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Au cours de
ce processus, les cellules épithéliales soumises a différents stimuli environnementaux
seraient capables d’engager un programme génétique conduisant a un changement de
phénotype, avec acquisition de caractéristiques de cellules mésenchymateuses. C‘est un
processus dynamique au cours duquel les cellules perdent leurs caractéristiques épithéliales
et acquierent des caractéristigues mésenchymateuses, ce qui impligue des modifications
architecturales et fonctionnelles importantes. Les cellules épithéliales tubulaires et les
myofibroblastes interstitiels different de maniére importante aux niveaux morphologique et
phénotypique et sont localisés dans des compartiments différents du rein, séparés par la
membrane tubulaire basale. Les cellules épithéliales sont intimement jointes entre elles par
des structures spécialisées telles les jonctions serrées, les jonctions d’adhérence ou encore
les desmosomes, qui assurent une intégrité de I'épithélium et une organisation en couche
organisée. Elles possédent également une polarité apico-basale, une latéralisation des

jonctions cellulaires ainsi qu’une polarisation des filaments d’actine (243).

Le processus dynamique de transition d’'un phénotype épithélial vers un phénotype
mésenchymateux est actuellement bien défini in vivo et in vitro. On distingue classiquement
cing grandes étapes (244,170) résumées dans la figure 14. La premiere correspond a la
perte de marqueurs d’adhésion telle que la E-cadhérine ou la protéine ZO-1, protéines
impliquées dans le maintien de l'intégrité de I'épithélium. Cela entraine une déstabilisation du
tissu épithélial et une perte des jonctions cellules-cellules ainsi qu'une perte de la polarité
cellulaire. La perte de la E-cadhérine permet la libération de la B-caténine dans le
cytoplasme, la formation d’'un complexe transcriptionnel et I'activation de la transcription de
géne impliqués dans la TEM. La deuxiéme étape est caractérisée par une réorganisation du

cytosquelette d’actine, I'expression de novo d’a-SMA (a-smooth muscle actin) et de FSP-1,
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ainsi que par la conversion des filaments intermédiaires d’'un type épithélial (cytokératine)
vers un type mésenchymateux (vimentine). L’acquisition de I'a-SMA confére aux cellules des
propriétés contractiles et la capacité a migrer dans linterstitium. Du fait que les cellules
épithéliales tubulaires et les myofibroblastes sont séparés in vivo par la membrane basale
tubulaire, sa destruction est nécessaire a la migration des cellules vers linterstitium. Ceci a
lieu grace a lintervention de protéases matricielles, les MMP-2 et 9 synthétisées par les
cellules épithéliales endommagées, les cellules inflammatoires ou les myofibroblastes.
Celles-ci digérent alors les principaux composants de la membrane basale tubulaire, le
collagéne IV et la laminine (244,245). Enfin, les myofibroblastes migrent vers le
compartiment interstitiel et produisent des protéines de la MEC comme les collagenes | et lll

ou la fibronectine (245-247).

La premiére description de la TEM tubulaire a été publiée en 1995 par Strutz et coll. qui a
mis en évidence l'expression d’'un marqueur spécifique des cellules mésenchymateuses, la
FSP-1 (fibroblast specific peptide 1), par les cellules tubulaires dans un modéle de
néphropathie chronique chez la souris (248). Depuis, ces résultats ont également été mis en
évidence chez 'lhomme, sur des biopsies de greffons rénaux présentant des signes de
néphropathie et dans lesquelles était observé une perte de marqueurs épithéliaux et

I'acquisition de marqueurs mésenchymateux (249,250).
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Figure 14 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de la TEM.

Ce schéma illustre les 5 étapes essentielles a la réalisation compléte de la TEM, incluant ;
(1) perte des molécules d’adhésion, (2) expression de novo d’a-SMA et réorganisation du
cytosquelette d’actine, (3) désorganisation de la membrane basale tubulaire sous I'action
des MMP, (4) augmentation des capacités de migration et d’'invasion des cellules et (5)
synthese de protéines de la matrice extracellulaire. Le TGF-B a lui seul peut induire les
différentes étapes de la TEM. (D’aprés Liu Y. 2001, (244))

11.2.2. Implication du cytosquelette dans les maladies rénales

lll.2.2.a. Les ciliopathies

Comme leur nom lindique, les ciliopathies résultent d’un dysfonctionnement du cil
primaire a la surface des cellules épithéliales, conduisant a des dysfonctionnements
importants de la signalisation intracellulaire issue du cil primaire. Le cil est primaire est une
structure présente au niveau de la membrane apicale des cellules endothéliales, non motile,
constitué d’'un axonéme central assurant sa structure. Il a été pendant longtemps peu étudié,
jusqu’a ce qu’il soit associé a plusieurs pathologies humaines. Il est maintenant clairement

admis que ce cil primaire est comme une antenne biologique qui traduit les signaux
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environnementaux en régulant différentes voies de signalisation mettant en jeu les

polycystines (PC), Wnt, Hedgehog ou encore le PDGF (251).

Parmi les ciliopathies, on retrouve notamment les polykystoses rénales, ou PKR,
caractérisées par un élargissement des reins due a la formation de kystes intra-rénaux qui
désorganisent totalement I'architecture rénale. Cela aboutit a la destruction progressive du
parenchyme. La forme la plus représentée de polykystose est une forme autosomique
dominante, TADPKD (Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease). Elle est le résultat de
mutations sur les génes codant les polycystines 1 et 2 (252), deux protéines localisées au
niveau du cil primaire, et impliquées dans les signalisations calciques induites par le stress
mécanique. Ces protéines, notamment la polycystine 2, participent également a la régulation
des niveaux d’AMPc en interagissant avec la phosphodiesterase 4C formant ainsi un
complexe AKAP150 (A-kinase anchoring protein 150). Des travaux ont montré que la
diminution de I'expression de la polycystine 2 entrainait une dérégulation du complexe AKAP
et une augmentation de 'AMPc favorisant la croissance des kystes. (253). De plus, d’autres
études ont mis en évidence une altération de la polarisation cellulaire dans les cas d’ADPKD,
ainsi qu'une altération du trafic via la membrane baso-latérale. Ceci résulterait d’'une
dérégulation de la E-cadhérine, qui ne serait plus correctement adressée a la membrane et
ne pourrait plus jouer son réle dans la mise en place et le maintien de I'organisation cellulaire

(254).

[11.2.2.b. Le syndrome d’ischémie-reperfusion

Une diminution de la perfusion rénale consécutive a une hémorragie, un infarctus ou
encore a une transplantation provoque I'apparition de lésions rénales résultant des
modifications subies par les cellules rénales lors d’'une phase d’ischémie suivie d’'une phase
de reperfusion. Les lésions rénales qui en résultent sont caractérisées histologiguement par
le développement d’'une fibrose interstitielle et une atrophie tubulaire (FI-AT), augmentant le
risque d’échec de la greffe. L’hypoxie initiale que subissent les cellules entraine une

inflammation et une modification du fonctionnement cellulaire, notamment au niveau du
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tubule proximal. Cette inflammation induit la production d’espéces oxygénées réactives
(ROS) qui provoquent de graves lésions tubulaires et augmente la mort cellulaire
apoptotique et nécrotique (255). Parallélement surviennent des altérations de I'organisation
cellulaire incluant une perte de polarité cellulaire et de la bordure en brosse, une perte de
'adhésion a la matrice extra-cellulaire ainsi qu'une désorganisation du cytosquelette. On
retrouve également une redistribution des intégrines et des pompes d’échange Na'/K'-

ATPases.(256). Des études plus récentes ont permis de montrer que les altérations du

cytosquelette et des adhésions focales dépendent partiellement de la voie de signalisation
de ERK 1/2 (257,258). L'ensemble de ces lésions peut, en cas de durée d’ischémie limitée,
disparaitre lors du retour a une situation normale d’oxygénation (reperfusion). Cependant, de
maniére surprenante, un retour brutal de 'oxygéne lors de la phase de reperfusion favorise
'aggravation des lésions. Pendant cette phase, les cellules endothéliales expriment des
protéines de surfaces telles que I'lCAM, favorisant ainsi le recrutement de neutrophiles. De
plus, pendant la phase de reperfusion, il y'a une augmentation de I'expression de protéines
de la matrice, de la fibronectine ou encore de la laminine qui participent elles aussi au
recrutement de leukocytes. Les neutrophiles recrutés ont un effet cytotoxique direct en
générant la production de ROS et de cytokines (259). Les lésions observées lors du
syndrome d’ischémie-reperfusion sont donc le résultat d’importantes modifications touchant
des protéines impliquées dans la cohésion cellules-cellules ou dans des voies de
signalisation de réponse au stress, parmi lesquelles on retrouve plusieurs protéines

associées au cytosquelette.
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IV. Cytosquelette et contraintes mécaniques

[V.1. Définition du « shear stress »

Le cytosquelette est une structure hautement dynamique assurant aux cellules leur
structure mais permettant également une adaptation aux stimuli environnementaux, et
particulierement aux contraintes mécaniques exercées. C’est le cas des cellules vasculaires
gui sont constamment exposées a des forces hémodynamiques de deux types : des forces
d’étirement ou « strech stress » et des forces de cisaillement ou « shear stress ». Les forces
de cisaillement subies par les cellules endothéliales sont générées par les mouvements du
flux sanguins a leur surface. Ce sont ces forces qui seront décrites dans les prochains
paragraphes.

Le shear stress correspond a la force a laquelle sont soumises les cellules lors du
passage d’'un flux a leur surface apicale. Ces forces dépendent de la viscosité du liquide, du
débit et du rayon de la structure que le flux traverse.

Le shear stress a essentiellement été étudié dans les cellules endothéliales soumises au
flux sanguin mais plusieurs études ont montré son role dans le fonctionnement des cellules
tubulaires rénales. Ainsi, plusieurs travaux ont mis en évidence une modulation par le flux
tubulaire de la réabsorption sodique et hydrique ainsi que de la sécrétion d’ions H* et K*
(260,261). A la fin des années 1960, Schernann et coll. ont montré un changement de la
réabsorption de Na" et ’HCOj3 proportionnel aux variations du débit de filtration glomérulaire
(262). Cet influx de Na* et d'HCO; et hautement régulé et dépends de I'adressage des
protéines de transport telles que I'échangeur Na*/H* (NHE3) et la pompe H'-ATPase a la
membrane apicale (263,264). Ces données ont été complétées par des études in vitro sur
des cellules tubulaires proximales soumises a une microperfusion, mettant en évidence une

modulation de I'activité des transporteurs NHE3 et H*-ATPases par le flux.
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Dans un cylindre uniforme et rigide, le shear stress subi par les cellules peut étre

déterminé a partir de la loi de Poisseuille (265).

o=4Qn/mr

ou o = cisaillement, Q = flux, n = viscosité et r = rayon

L’'importance du shear stress auquel sont exposées les cellules varient selon le type de
vaisseaux, dans les artéeres il est de I'ordre de 10 a 20 dynes/cm2 etde2a4 dynes/cm2 dans
le systéme veineux. Il est a noté que le shear stress peut atteindre des valeurs élevées, de
60 & 80 dynes/cm? dans les artérioles, et 20 & 40 dynes dans les veinules, étant donné le
flux élevé et le faible diamétre de ces vaisseaux (266). De plus, des études réalisées chez
’homme sur les bifurcations carotidiennes montrent des différences importantes du shear
stress au sein d’'un méme vaisseau, avec des valeurs variant de moins de 1 dyne/cm? & plus
de 600 dynes/cm?, différences dues & la courbure et a la configuration du vaisseau (267).
Dans le rein, les valeurs de shear stress sont beaucoup plus faibles et ont été estimées a 0,1

Pa a I'entrée du tube proximal.
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IV.2. Réponse des cellules au shear stress

IV.2.1. Capteurs des contraintes mécaniques

IV.2.1.a. Protéines membranaires

Canaux ioniques

Différents types de canaux ioniques ont été listés comme capteurs potentiels du shear
stress. Il a été montré que le shear stress provoque I'activation des canaux potassiques
conduisant a une hyperpolarisation de la membrane plasmique, mais aussi I'activation de
canaux chlorures conduisant a l'inverse a une dépolarisation de la membrane (268-270).
Certains types de canaux calciques ont également été montrés comme répondant au shear
stress en s’ouvrant, ce qui induit un influx de Ca®" extracellulaire et active des voies de
signalisation dépendante du Ca?" impliquée dans la réponse au shear stress. C'est le cas

des canaux TRP (transient receptor potential) (271) ou du récepteur aux purines P2X4 (272).
Récepteurs membranaires

Il a été mis en évidence que le shear stress induit I'activation de récepteur a activité
tyrosine kinase (TRK) tels que le VEGFR2 ou le récepteur a I'angiopoiétine Tie-2. Cette
activation est indépendante du ligand puisque elle a lieu méme en absence de VEGF ou
d’angiopoiétine (273,274). L’action du shear stress sur I'activation des TRK reste encore mal
définie mais pourrait résulter d’'une modification de leur localisation spatiale au sein de la
membrane ou en modifiant leur conformation favorisant ainsi leur interaction avec des
kinases comme Src capables de les phosphoryler. Leur activation conduit ensuite a

I'activation de diverses protéines tels que ERK ou JNK (275).

Les récepteurs couplés aux protéines G ainsi que les protéines G jouent également un
réle dans la réponse cellulaire au shear stress. En effets, les protéines G sont activées de
maniere trés précoce dans les cellules endothéliales soumises a un shear stress (276,277)).

De plus, il a été démontré sur des cellules endothéliales aortiques bovines que le shear
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stress provoque un changement conformationnel des récepteurs couplés aux protéines G,

conduisant a leur activation (278)

Protéines d’adhésion

Il a été proposé que la transmission du signal induit par le shear stress s’effectue depuis
la membrane apicale via le cytosquelette des cellules endothéliales, au niveau des points de

contact cellules-cellules et cellules-MEC.

Les intégrines interagissent directement avec les protéines de la MEC par leur domaine
extracellulaire, et avec de nombreuses protéines agrégées au niveau des contacts focaux
telles que la protéine FAK (focal adhesion kinase), les kinases de la famille des Src, Fyn et
p130, et des protéines du cytosquelette comme l'a-actinine, la vinculine, la taline, la tensine
et la paxilline (279,280). Il a été montré que le shear stress active les intégrines, et que suite
a cela, il y a une activation rapide de la FAK, la paxilline, c-Src, Fyn et p130. Ceci conduit a
l'activation des voies de signalisation Ras-ERK (281,282). L’engagement des intégrines
entraine la phosphorylation de FAK et de la paxilline et le recrutement et I'activation des
protéines Src (283,284). L’ensemble de cette cascade permet l'activation de protéine
participant a la régulation du cytosquelette comme RhoA, cdc42, la PI3Kinase ou encore

INK (285,286).

Une autre protéine impliquée dans la réponse au shear stress est la protéine PECAM-1
(platelet endothelial cell adhesion molecule-1) qui est localisée au niveau des contacts
cellules-cellules. Elle est rapidement phosphorylée lors d’une exposition a un shear stress, et
il en résulte une activation de la voie Ras-ERK, suggérant un rdle de cette protéine en tant

gue mécanosenseur (287).

Enfin, les cadhérines ont également été identifiées comme jouant un rdéle primordial dans
la réponse au stress mécanique. Il a été montré que la VE-cadhérine (vascular endothelial

cadherin), spécifique des cellules endothéliales, forme un complexe avec PECAM-1 et le
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VEGFR2, complexe qui permet la transduction du signal induit par le shear stress. Dans ce
complexe, PECAM-1 est responsable de la transmission des forces mécaniques, VEGFR2
active la PI3 kinase qui en retour module I'activation des intégrines et la VE-cadhérine
fonctionne comme un adaptateur pour la formation du complexe. Des cellules invalidées
pour la VE-cadhérine ou PECAM-1 ne répondent pas normalement au shear stress, il n'y a
pas d’activation de PI3 Kinase, d’Akt ou des intégrines, ni d’alignement des filaments

d’actine dans le sens du flux (288).

IV.2.1.b. Sous-structures membranaires spécifiques

L’ensemble des capteurs cités précedemment sont, au sein des cellules, réunis au

niveau de sous-structures spécialisées que sont les cavéoles et le cil primaire.

Cavéoles

Les cavéoles sont des domaines membranaires qui apparaissent sous forme de flasque
sous membranaire dont la cavité est reliée au milieu extracellulaire. Ce sont des
invaginations de la membrane composées d’un radeau lipidique et de cavéoline, ainsi que de
nombreuses molécules de signalisation incluant des récepteurs et des protéines kinases
(289). Leur role dans la transduction du signal induit par le shear stress dans les cellules
endothéliales a été clairement mis en évidence. Il a été observé que la réponse calcique au
shear stress démarrait au niveau des cavéoles avant de se propager a a cellule entiére sous
forme de vague calcique (290-292). Le rdle des cavéoles, et particulierement de la
caveéoline-1 dans la réponse au stress mécanique a été démontré par I'utilisation de modéles
de souris invalidées pour la cavéoline-1. Ces souris présentent une diminution des

phénomeénes de remodelage dépendants du flux sanguin (293).
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Le cil primaire

En 1997, Schwartz et coll. sont les premiers a suggéré le réle du cil primaire en tant que
capteurs du flux dans des cellules épithéliales rénales, apres avoir observé une courbure du
cil en réponse a un flux (294). Ce role fonctionnel a été confirmé quatre ans plus tard par
Praetorius and Spring qui ont mis en évidence dans des cellules MDCK (Madin-Darby
Canine Kidney), canine que le mouvement de courbure du cil primaire induit par le flux
entrainait une augmentation du Ca** intracellulaire (235). L’augmentation du Ca®" induite par
le flux dans les cellules endothéliales est similaire a celle dans les cellules épithéliales
rénales, et met en jeu les polycystines 1 et 2. En effet, des cellules KO pour les polycystines
1 et 2 sont incapables de répondre normalement au FSS (295,296). De plus des travaux
comparant des cellules endothéliales cilliées et non-cilliées ont mis en évidence une réponse
plus importante des cellules cilliées au FSS, avec une plus forte expression du facteur de
transcription KLF-2, marqueur exprimé en réponse a un flux (297). La réponse au FSS par
lintermédiaire du cil primaire est en fait un processus biphasique, avec une augmentation
rapide du Ca*" intracellulaire, et une réponse adaptative et prolongée modifiant I'expression

de génes, dépendante du cytosquelette
IV.2.2. Modifications intracellulaires et voies de signalisation
IV.2.2.a. Réorganisation du cytosquelette induite par le FSS
In vivo, les cellules endothéliales présentent une structure allongée orientée de facon
paralléle au flux sanguin, et les filaments composants le cytosquelette suivent le méme axe
(298,299). Au contraire, des études menées sur des cellules présentes au niveau des

bifurcations artérielles, zones ou le flux est perturbé, présentent une organisation du

cytosquelette plus aléatoire (300).

Les trois grands types de composants du cytosquelette adaptent leur structure et se

réorientent de facon paralléle au flux (127). Lors d’une exposition de 24 h a un FSS
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unidirectionnel, les faisceaux périphériques d’actine se désassemblent et des fibres de
stress alignées apparaissent. Parallelement, les faisceaux périnucléaires composés de
filaments de vimentine deviennent plus visibles et le réseau de filaments intermédiaires
s’allonge avec la structure cellulaire. Les microtubules sont également soumis a une
modification de leur structure suivant I'axe majeur de I'élongation. Une réorganisation
transitoire du centre organisateur des microtubules (MTOC) a été observée, suivie d’un
retour a une structure basale. Cette réorganisation des microtubules dépend de I'état de
confluence des cellules BAEC in vitro et ce positionnement orienté du MTOC est relié a

I'établissement d’une polarité au sein du tapis cellulaire lors de 'adaptation au FSS (301).

Les effets du FSS sur le cytosquelette des cellules tubulaires proximales (PTC) restent
moins bien définis que dans les cellules endothéliales. En 2001, Essig et coll. ont démontré
sur des PTC de souris une modification phénotypique des cellules avec une redistribution
marquée des filaments d’actine (F-actine). Ces travaux ont permis de mettre en évidence
une réponse différente des cellules épithéliales tubulaires par rapport aux cellules
endothéliales, avec un renforcement du réseau d’actine latéral et apical, et la disparition des
fibres de stress (302). D’autres données obtenues sur des podocytes rénaux ont montré que
le FSS induit la formation de lamellipodes et diminue la présence de fibres de stress (303).
Récemment, les travaux de Duan et coll. sur des PTC ont confirmés cette réorganisation du
cytosquelette d’actine dés 5h de flux (1dyne/cm?). L’exposition des cellules au FSS entraine
une diminution des fibres de stress basales et un renforcement du réseau d’actine
périphérique. De plus, I'étude des jonctions cellulaires a montrée une redistribution des
protéines ZO-1 (jonctions serrées) et E-cadhérine (jonctions d’adhérence) a la membrane

suggérant ainsi que le FSS induit la formation de ces jonctions (304).

Il existe trées peu de données concernant les autres composants du cytosquelette que
sont les filaments intermédiaires et les microtubules, et l'influence du shear stress sur ces
derniers. Quelques travaux ont été réalisés sur des cellules épithéliales alvéolaires A549 et

I'effet du FSS sur le réseau de kératine. Il en ressort que le FSS induit une diminution du
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pool de kératine libre en faveur d’'une augmentation de la kératine sous forme de filaments.
De plus, en condition de FSS, ces filaments de kératines forment des structures plus
épaisses (tonofibrilles) qu’en condition statique ou on observe des filaments individuels.
L’état de phosphorylation de la K8 et K18 est également modifié par le FSS dans le sens
d'une augmentation (305). La phosphorylation étant un mécanisme essentiel a la
réorganisation du cytosquelette de filaments intermédiaires, les résultats observés pourrait
suggérer que 'augmentation de ce processus dans les cellules exposées au shear stress
permettrait I'incorporation des particules de kératines libres dans les filaments pré-existants
et ainsi le renforcement du réseau pour mieux résister aux forces mécaniques externes. Ces
données ont été confirmées par d’autres travaux réalisées sur le méme type cellulaire qui ont
permis d’identifier la PKC- comme responsable de la phosphorylation de la K18 lors d’'une
exposition au FSS (306). L'expression dans ces cellules d’'un mutant dominant négatif de
cette protéine inhibe la réorganisation du réseau de filaments intermédiaires et augmente la
mort cellulaire. Ces résultats indiquent que la phosphorylation de la K18 lors d’un FSS est

nécessaire a la réorganisation du cytosquelette et au maintien de l'intégrité cellulaire.

Contrairement aux cellules endothéliales vasculaires, les effets du FSS sur les cellules
épithéliales tubulaires rénales restent moins étudiés. Plusieurs travaux ont permis de mettre
en évidence une modulation de la réabsorption sodique et hydrique ainsi que de la sécrétion
d'ions H" et K" (260,261). A la fin des années 1960, Schernann et coll. ont montré un
changement de la réabsorption de Na* et d’'HCO; proportionnel aux variations du débit de
filtration glomérulaire (DFG) (262). Cet influx de Na" et d’'HCO5 et hautement régulé et
dépends de I'adressage des protéines de transport telles que I'échangeur Na*/H" (NHE3) et
la pompe H*-ATPase a la membrane apicale (263,264). Ces données ont été complétées par
des études in vitro sur des cellules tubulaires proximales soumises a une microperfusion,
mettant en évidence une modulation de I'activité des transporteurs NHE3 et H*-ATPases par
le flux. De plus, la perturbation du cytosquelette d’actine par la cytochalasine D inhibe les

modifications des transporteurs dépendantes du flux, suggérant un rdle essentiel du
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cytosquelette d’actine dans la transmission des forces mécaniques dans les cellules PTC

(261,307).

IV.2.2.b. Voies de signalisation via des protéines kinases

Les études réalisées sur les signalisations intracellulaires induites par le FSS dans les
cellules endothéliales ont permis de mettre en évidence I'activation de plusieurs protéines
telles que la protéine kinase C (PKC), la FAK, la PI3K, la voie des MAPK et la famille des

Rho GTPases qui jouent un rdle central dans la réponse au FSS.

Famille des Rho GTPases

Les protéines de la famille Rho GTPases participent activement a la régulation du
cytosquelette d’actine. RhoA participe a 'augmentation de la contractilité cellulaire et les
adhésions focales et intervient dans la formation des fibres de stress d’actine, Cdc42 régule
la formation des filopodes et Rac la formation des lamellipodes (308). L’activation de Cdc42
et de RhoA par le shear stress a été mise en évidence en mesurant leur translocation du
cytosol a la membrane. De plus I'utilisation de dominant négatifs de RhoA inhibe I'alignement
des fibres de stress d’actine dans le sens du flux (309). L’activation de Rac est également
stimulée par le FSS. De maniére intéressante, il a été montré que Rac et Cdc42 sont activés
principalement du coté opposé a l'arrivée du flux et que cette activation nécessite une
interaction intégrines-MEC. Cette polarisation dans I'activation des Rac et Cdc42 fournit une

information spatiale pour la réorganisation du cytosquelette induite par le FSS (310,311).

Ces protéines font le lien entre le signal mécanique induit par le flux et I'activation des
cascades de signalisation en aval (312). L'utilisation de mutants dominants négatifs pour
Racl, mais également pour la protéine PAK a permis de démontrer que la réorientation du
cytosquelette était abolie (313). L’activation polarisée de la protéine Rac1 est donc
nécessaire a l'alignement et a la migration des cellules dans la direction du flux. La protéine

Rho, participant a la régulation des fibres de stress et des adhésions focales, est également
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modifiée par le shear stress. En présence d’'un FSS, Rho est transloquée a la membrane,
indiquant sans doute une activation (309). Le FSS induit une inactivation transitoire de Rho,
suivie par un pic d’activation a 60mn. Ces résultats, en plus des observations des
microfilaments d’actine montrent que la faible activité initiale de Rho est associée a une
diminution des fibres de stress, alors que la restauration de l'activitt¢ de Rho a 60 mn
correspond a une augmentation des fibres de stress, et a un alignement de celles-ci dans la
direction du flux (299,314). Enfin, la protéine Cdc42 joue également un rdle dans les
modifications du cytosquelette induites par le FSS. Il a été démontré que lactivation
localisée de Cdc42 du cbté opposé au flux dirige la réorientation des microtubules (311). Les
protéines de la famille Rho GTPases participent donc activement a l'intégration des stimuli
mécaniques résultant d'un FSS et orchestrent les réponses cellulaires telles que le
réarrangement du cytosquelette en étant activées de maniéres spatiale et temporelle (figure

15).
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Figure 15 : Modéle de mécanotransduction et rdle des protéines Rho GTPases.

Le shear stress (FSS) active les intégrines qui se lient a la MEC. Cette liaison désactive
transitoirement Rho et induit le désassemblage des fibres de stress, et active Rac facilitant
lalignement des fibres de stress nouvellement formées dans le sens du flux. L’activation
polarisée de Cdc42 modulent la réorganisation du centre organisateur des microtubules
(MTOC). Les GTPases contrélent également I'expression génique et les jonctions
endothéliales. (D’aprés Tzima, 2006 (315))

Autres voies de signalisation impliguant des kinases

Parmi les voies de signalisation qui complétent I'action centrale des protéines de la
famille Rho, on retrouve notamment les protéines kinases C (PKCs), la protéine kinase FAK

(Focal adhesion kinase), la voie PI3-Kinase et la voie des MAPKs

Les PKCs sont des enzymes multifonctionnelles impliquées dans linteraction entre

différentes voies de signalisation. Dans les cellules endothéliales, il a été montré que le FSS
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induit I'activation de la PKC-B au niveau de la région corticale des cellules endothéliales
(316). Il a également été mis en évidence un role de la PKC-¢ dans 'activation de la protéine
ERK induite par le FSS (317). Enfin, l'utilisation d’inhibiteur des PKCs atténue I'expression
de genes induite par le FSS, tels que les génes codant I'endothéline-1 ou le PDGF

(318,319).

Comme il a été précisé précédemment, la FAK est une protéine localisée au niveau des
sites d’adhésion focale et interagissant avec les intégrines. Lors d’'une exposition a un FSS, il
y a une augmentation de la phosphorylation de FAK, de son activité kinase mais aussi de
son interaction avec la protéine Grb2 (Growth factor receptor binding protein 2) qui participe
en aval, a l'activation de la voie des MAPKs (281). Ce rble de la protéine FAK dans
l'activation des MAPKs induite par le FSS a été confirmé par l'utilisation de cellules BAEC
exprimant une forme mutée non fonctionnelle de FAK et Grb/SOS, dans lesquelles il y avait

une atténuation de I'activation de ERK et JNK dépendante du FSS (282).

La PI3K est une protéine activée en réponse a différents stimuli tels que le PDGF, le
VEGF, 'EGF ou encore linsuline. Son action passe principalement par la protéine Akt. Le
FSS active la PI3K de maniére rapide, dés la premiére minute d’exposition, et active
également la protéine Akt a partir de 30mn d’exposition (320,321). Cette cascade aboutit in

fine a la phosphorylation de eNOS et a la production de NO (322,323)

L’exposition des cellules endothéliales aortiques a un shear stress provoque une
activation rapide et transitoire de ERK et JNK, via la voie Src-Ras-Raf-MEK, qui débute des
la cinquiéme minute et revient a la normale au bout de 10 mn pour ERK, et 30 mn pour JNK.
La p38 est également activée par le FSS, avec un pic d’activation a 30 mn (324,325).
L’activation de JNK par le shear stress a été montrée comme étant dépendante de la voie
PISK/Akt/NO alors que I'activation de ERK1/2 semble indépendante de cette voie et mettrait
en jeu les protéines G (277). Ces résultats indiquent que le FSS active plusieurs voies de

signalisation affectant différents membres de la famille des MAPKs.
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IV.2.2.c. Facteurs de transcription

La régulation de la transcription induite par le FSS sur les cellules endothéliales met en
jeu différents facteurs de transcription tels que AP-1, NFkB, Egr-1, SP-1 et le KLF2 (Kruppel-
like factor 2) (282,326,327). Cependant, il a été montré que la plupart de ces facteurs de
transcription n’étaient pas spécifiques de I'endothélium ni spécifiquement régulés par le FSS.
L’utilisation de microarray sur des cellules HUVEC a révélé que la plupart des genes dont
'expression est induite par un flux sont aussi induits par des agents tels que le TGF-3, le
TNF-q, I'lL-1 ou le VEGF, indiquant un rdle plus général de ces facteurs dans la réponse au
stress. Le KLF2 semble étre un des seuls facteurs exclusivement présent dans les cellules

soumises a un FSS (326).

L’ensemble de ces facteurs de transcription sont capables de se lier a des séquences
spécifiques sur les promoteurs de différents genes, les séquences SSRE (Shear stress-
responsive elements). Il a été démontré que le FSS augmente les transcrits de différents
facteurs de croissance comme le PDGF, le bFGF ou le TGF- (328-330)). Une diminution
de l'expression de VCAM (Vascular cell adhesion molecule) a également été mise en
évidence, alors que la protéine ICAM (intercellular adhesion molecule) est augmentée
(331,332). D’autres travaux ont également permis de démontrer une augmentation de
'expression du tPA (tissu plasminogen activator) dans des cellules endothéliales humaines
soumises a un FSS soutenu pendant 24h, suggérant ainsi une augmentation du potentiel
fibrinolytique des cellules endothéliales (333). A l'inverse, I'exposition de cellules épithéliales

tubulaires a un FSS entraine une diminution de I'activité du systéme fibrinolytique (302).
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L’intégration des signaux mécaniques et leur transduction jusqu’au compartiment
nucléaire met en jeu de nombreux capteurs situés au niveau membranaire et qui induisent
l'activation de voies de signalisation variées. Au final, ces signaux sont transmis jusqu’au
noyau des cellules et favorise la transcription de genes afin de répondre au mieux aux stimuli

exercés par le « shear stress ». L’ensemble de ces mécanismes est résumé dans la figure

16
TRKs
Canaux ioniques
(K*, Ca?*, Na*, CI) _ g -
Protéines G
—
Bicouche 7 Cavéoles
lipidique -Src), [
Surface o [eNOS)
; P
luminale = 2
Remodelage Vole PISK-Akt
Surface cytosquelette
jonctionnelle [
oMl aRtraalioE — — = o e
= e ~ i — —— f_p —— ——

= —=(collager®, Hhroneeting) < — —_———_——_ — o<

Figure 16 : Schéma récapitulatif des signaux activés par le shear stress (FSS).

Le FSS est capté des mécanorécepteurs situé dans la lumiére. Le signal est transmis via le
cytosquelette qui initie des différentes cascades de signalisation en aval. L’'ensemble de ces
voies de signalisation aboutit a I'activation de différents facteurs de transcription (TF) qui se
lient aux séquences SSRE, régulant ainsi positivement ou négativement I'expression de
génes et modulant la fonction et la morphologie cellulaire (D’aprés Chatzizisis et coll., 2007
(334)).
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V. Hypotheése de travalil

Aprés avoir réalisé une synthése de la littérature concernant d’'une part les mécanismes
moléculaires impliqués dans la néphrotoxicité de la CsA et d’autre part I'importance du
cytosquelette dans le fonctionnement et [ladaptation cellulaire aux contraintes
environnementales, et particulierement aux contraintes mécaniques, nous avons émis
'hypothése que la CsA, connue pour modifier le cytosquelette de différents types cellulaires
(myocytes, neurones, podocytes) entraineraient une modification phénotypique des cellules
tubulaires proximales rénales et modifieraient ainsi leur capacité d’adaptation a des
contraintes, pouvant conduire a I'apparition de situations pathologiques comme par exemple

la dysfonction chronique du greffon.
Ce travail avait pour objectifs principaux :

i) d’étudier les modifications de I'organisation du cytosquelette des cellules tubulaires
proximales exposées aux ICN en ciblant les 3 composants du cytosquelette (actine,
filaments intermédiaires et tubuline), les protéines des jonctions cellulaires ainsi qu’en

recherchant les voies de signalisation potentiellement impliquées dans ces modifications.

i) d’étudier un éventuel effet synergique entre la réponse des cellules aux contraintes
mécaniques (FSS) et aux ICN. Cette analyse a permis la mise en place d’'une technique de
protéomique au sein du laboratoire, I'TRAQ dans le but d’étudier, sans hypothése a priori,

les perturbations protéiques induites par la CsA, le FSS ou I'association des deux.
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Chapitre II: TRAVAUX PERSONNELS
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ETUDE DES MODIFICATIONS PHENOTYPIQUES INDUITES PAR
LES INHIBITEURS DE LA CALCINEURINE SUR LES CELLULES
TUBULAIRES PROXIMALES RENALES

Article 1 : Different effects of calcineurin inhibitors on the cytoskeleton of

renal tubular cells

Elodie Mestre, Virginie Descazeaud, Fabien Lamoureux, Pierre Marquet, Marie Essig
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II. INFLUENCE DE LA CYCLOSPORINE A SUR L’ADAPTATION
CELLULAIRE AUX CONTRAINTES MECANIQUES

ARTICLE 2 : Le « shear stress » et la CsA ont des effets différents sur

I’expression protéique intracellulaire
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Chapitre Il : DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

125



Au cours de ce travail, qui s’inscrit depuis plusieurs années dans une nouvelle
thématique de I'équipe, nous avons démontré dans une premiére partie que la cyclosporine
A (CsA) modifie fortement le phénotype des cellules tubulaires proximales rénales en
perturbant en particulier 'organisation du cytosquelette. Puis dans la deuxiéme partie de ce
travail, nous avons pu mettre en évidence que I'exposition des cellules en culture a un
« shear stress » a également une influence sur I'organisation du cytosquelette ainsi que sur
l'expression de certaines protéines, identifiées grace a [Iutilisation d’'une approche

protéomique quantitative, I''TRAQ.

L’introduction clinique des ICN, tels que la CsA et le Tac a permis d’augmenter
considérablement la survie a court terme des greffons des patients transplantés rénaux.
Cependant, leur utilisation est limitée par limportance des effets secondaires qu’ils
présentent, et particulierement par leur néphrotoxicité. Leur action s’exerce a travers leur
liasison & des immunophilines, les cyclophilines pour la CsA et la protéine FKBP12 pour le
Tac. Une fois ces complexes formés, les ICN ont pour cible principale la calcineurine,
protéine phosphatase impliquée dans l'activation du facteur de transcription NFAT Les
résultats obtenus dans notre premiére étude mettent en évidence la capacité de la CsA a
modifier 'organisation du cytosquelette d’actine, résultats concordants avec les observations
de Faul et coll qui ont démontré que la calcineurine jour un role dans l'organisation de
lactine dans des podocytes (67). Concernant les autres constituants majeurs du
cytosquelette, nos résultats sont les premiers a montré que la CsA modifie également le
réseau de filaments intermédiaires, résultats visibles aussi bien sur le réseau de cytokératine
gue de vimentine. De plus, notre étude met en lumiere une implication potentielle de la
cofiline dans la régulation de 'actine puisque l'inhibition de cette voie supprime les effets de
la CsA sur la réorganisation du cytosquelette d’actine. La cofiline est une protéine favorisant
la dépolymérisation de I'actine et dont I'activation est induite par la phosphatase slingshot
(SSh), elle-méme activée par la calcineurine (197). L’inhibition de la calcineurine par la CsA

empécherait donc I'activation de la cofiline qui serait maintenue sous forme phosphorylée
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inactive, et ne pourrait donc pas exercer son action sur l'actine, diminuant ainsi la dynamique
du cytosquelette. L’analyse de la voie impliquant la protéine devra étre realisée afin de
déterminer son implication éventuelle. De plus, nos résultats ont également mis en lumiere
gue le blocage du remodelage de l'actine par l'utilisation de la cytochalasine D empéche
également la réorganisation des filaments intermédiaires, indiquant un lien étroit entre les
différents composants du cytosquelette. L’identification des acteurs a l'origine de ce lien
semble donc un point important a développer afin de mieux comprendre la mécanique

complexe du cytosquelette en présence de CsA.

Nos résultats soulignent également une différence d’effets entre la CsA et le Tac. En
effet, le Tac, a la concentration utilisée dans notre étude n’induit aucune modification de
l'organisation du cytosquelette. Ces deux immunosuppresseurs agissant sur la méme
protéine qu’'est la calcineurine, ces différences de résultats pourraient provenir des
complexes qu’ils forment avec leurs immunophilines respectives, les cyclophilines et le
FKBP12. |l serait intéressant d’approfondir I'étude de cette voie afin de déterminer les effets
cellulaires de la CsA et du Tac indépendants de leur action directe sur la calcineurine. De
plus le réle des cyclophilines, et particulierement de la Cyp A a été impliqué dans le contréle
de l'organisation du cytosquelette d’actine de cellules rénales. En effet, I'inhibition de son
activité peptidyl-prolyl cis-trans isomérase (PPlase) par la CsA ou par un autre inhibiteur
dérivé de la CsA, empéche la différentiation terminale des cellules intercalées du tubule
collecteur. Cet effet passe par l'inhibition de la polymérisation de I'hensine au niveau de la
MEC, nécessaire a la différentiation épithéliale. De plus, ces travaux ont montré que l'action
de la CsA passe bien par une inhibition de I'activité PPlase de la CypA et ne dépend pas de
la calcineurine puisque le Tac ne reproduit pas ces effets (365). Méme si il n'existe a ce jour
aucune données sur le réle des cyclophilines dans les effets déléteres de la CsA, celles-ci
pourrait jouer un réle central dans les modifications observées sur les cellules tubulaires
rénales. L'utilisation d’inhibiteur spécifique de I'activité PPlase des cyclophilines ou de

shRNA ciblant ces immunophilines pourrait nous apporter des données essentielles sur leur
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role dans les modifications observées. Des travaux dans ce sens sont actuellement en cours

dans notre laboratoire.

Le cytosquelette est une structure cellulaire nécessaire des cellules tubulaires proximales
puisqu’il participe au maintien d’'une architecture cellulaire spécifique (polarité apico-basale,
bordure en brosse) permettant ainsi la réalisation de nombreuses fonctions physiologiques
ainsi que l'adaptation et la réponse des cellules aux contraintes environnementales. Les
modifications résultant d’'une exposition a la CsA pourrait altérer 'adaptation des cellules au
FSS. Nos résultats mettent en évidence une réorganisation de l'actine et de la vimentine,
avec un renforcement latéral de I'actine et une redistribution sous membranaire de la
vimentine. Ces effets sont similaires entre les cellules exposées a la CsA et celles exposées
a un FSS. Cependant il ne semble pas y avoir d’effets synergiques de la CsA et du FSS. Ces
résultats pourraient étre dus a un FSS trop élevé, déclenchant une adaptation cellulaire
importante aux contraintes mécaniques et masquant ainsi les effets de la CsA. Des études
supplémentaires utilisant des valeurs de flux plus faibles sont donc nécessaires afin
clairement mettre en évidence l'influence de la CsA sur la réponse cellulaire induite par le
flux. Des analyses visant a déterminer les modifications de marqueurs épithéliaux
(cytokératine, desmine) ainsi que de marqueurs reflétant le fonctionnement cellulaire (NHE3,
ATP1A1) en cas d’exposition a la CsA ou au flux sont actuellement en cours au sein de notre

laboratoire.

L’étude approfondie des protéines modifiées en présence de CsA, suite a I'exposition a
un FSS ou résultant de I'addition de ces deux facteurs, pourrait apporter de précieuses
informations et permettre d’identifier des voies spécifiquement modifiées. C’est dans ce but
que nous avons utilisé l'approche iTRAQ, La méthode iTRAQ présente de nombreux
avantages. Le tag étant isobarique, c’est-a-dire la masse ajoutée au peptide étant la méme
guelque soit le tag iTRAQ utilisé, il évite la complexification du spectre MS et le risque de
superposition des pics. Il augmente aussi la sensibilité de détection : chaque pic correspond

a la somme du méme peptide marqué pour chaque condition. Un autre avantage clé réside
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dans sa capacité a réaliser des analyses multiplexes (jusqu'a 8-plex). Enfin, une
quantification absolue est également possible par I'ajout d’'un standard interne. Cependant,
son inconvénient majeur réside dans le marquage tardif des échantillons qui augmente les
risques derreur de quantification dis a des pertes inégales de protéines durant la
préparation de I'échantillon (lyse cellulaire, extraction). Notre étude est la premiére a notre
connaissance a mettre en application la méthodologie iTRAQ sur des cellules rénales
porcines. Méme si les analyses realisées nécessitent d’étre confirmées, cette approche
innovante pour I'étude du protéome pourrait fournir des informations essentielles sur les
effets d’'un traitment a la CsA et sur 'impact de ce traitement sur 'adaptation des cellules aux
contraintes environnementales, et particulierement a celles induites par le FSS.
L’amélioration des conditions d’analyse permettra d’augmenter sensiblement la quantité de
peptides détectés ainsi que le nombre de protéines identifiées. Par ailleurs, I'identification
d'un faible nombre de protéines lors de notre analyse est en partie due au nombre de
protéines porcines clairement séquencées dans les bases de données utilisées (Swiss-Prot)
beaucoup plus faible que les protéines humaines ou murines. Les résultats obtenus jusqu’a
présents sont cependant encourageants, notamment du fait que parmi les protéines
identifiées, on retrouve des acteurs connus pour participer a la régulation du cytosquelette.
De plus, une fois la technique optimisée, I'étude du sécretome apportera sans doute des
informations complémentaires a celles déja obtenues, notamment concernant des protéines
de la MEC. Des études réalisées précédemment dans I'équipe sur la lignée cellulaire
HEK?293, utilisant une approche protéomique appelée SILAC, ont déja permis d’établir un
profil des protéines intracellulaires et sécrétées de cellules exposées a la CsA (344,366).
L’utilisation de l'approche iTRAQ pourrait donc compléter et/ou confirmer ces premieres
données sur l'effet d’'une exposition a la CsA et permettrait également de déterminer les
effets du FSS sur I'expression de certaines protéines, notamment celles composant le

cytosquelette ou participant a sa régulation.
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Enfin, il semble nécessaire a plus long terme, que ces études soient complétées in vivo,
par [l'utilisation de modeéeles animaux de réduction néphronige (uni-néphréctomie ou
néphréctomie subtotale). Cela nous permettrait de confirmer notre hypothése selon laquelle
la CsA entrainerait une réponse inadaptée des cellules tubulaires a 'augmentation du flux
inhérente a la transplantation rénale.

En conclusion, ce travail permet de formuler un certains nombres d’hypothéses sur les
mécanismes physiopathologiques induit par les ICN, et particulieremant la CsA, et qui
participent a la détérioration progressive de la structure des cellules tubulaires proximales et,
par conséquent a une altération de leur fonctionnement. La poursuite des travaux engagés
permettra a terme d’élaborer des stratégies thérapeutiques mieux adaptées limitant les effets
délétéres des traitements immunosuppresseurs actuels, et ainsi de prévenir la dysfonction

chronique du greffon et I'échec de la tranplantation rénale.
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