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INTRODUCTION

1. RAPPELS DE PHYSIOLOGIE RENALE

1.1. PRESENTATION GENERALE

Les reins sont des organes pairs situés danstepétitoine, mesurant en moyenne 12 cm de
longueur, 6 cm de largeur et 3 cm d’épaisseursdltg indispensables a la vie car ils assurent

trois fonctions essentielles :

« L’homéostasie du milieu intérieur (équilibre hyd¥ectrolytique).

+« L’élimination des déchets (produits terminaux dtabalisme et xénobiotiques).

% Une activité endocrine (en particulier la synthdsela vitamine 1,25-(OH)D3, de

I'érythropoiétine et de la rénine).

lls sont composés chacun d’environ un million deittires microscopiques appelés les

néphrons.

1.2. LE NEPHRON

Le néphron est 'unité fonctionnelle du réfigure 1), il comporte deux éléments en série, le
glomérule (corpuscule rénal de Malpighi) et le febugui sont associés a un systéme

vasculaire. lls élaborent I'urine lors de deux gies étapes successives :

+« La formation de l'urine primitive, issue de lafdtion plasmatique glomérulaire.

% La transformation de l'urine primitive par des peesus de réabsorption et de

sécrétion tout au long du tubule, conduisant anaifinale.
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fine

Figure 1 : Organisation générale du néphron.

1.3. LA FILTRATION GLOMERULAIRE

1.3.1. GENERALITES

Le glomérule(figure 2) a la forme d’'une sphére de 150 microns de diamkméée par une
membrane, la capsule de Bowman. Il présente deuespdun vasculaire, ou péneétre
I'artériole afférente et d’ou sort I'artériole eféhte, et un urinaire, ou s’'insere le tube
contourné proximal (TCP). Le glomérule comporteéseau capillaire dense, le floculus, qui
nait des branches de division de I'artériole afféeet se draine par I'artériole efférente.

Artériole { >N Y )« Artériole
afférente

A\ <« Cellule de la
capsule de
Bowman

Floculus

Capillaires

Membrane
basale

Chambre
urinaire 2

Tube contourné
proximal

Figure 2 : Schéma d’'un glomérule en coupe.
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1.3.2. LA BARRIERE DE FILTRATION GLOMERULAIRE

La barriere de filtration glomérulairffigure 3) sépare le sang, qui se trouve dans les
capillaires glomérulaires, de I'urine filtrée ddaschambre urinaire (espace de Bowman). Elle
se compose de trois couches, aux caractéristigpésifigues, limitant le passage des
particules en fonction de leur poids moléculaimfguration ou charge électrique. Ces trois

couches sont : I'endothélium, la membrane basalmétulaire (MBG) et les podocytés

% L’endothélium capillaire glomérulaire est fenétpdiies de 70 a 100 nm) et s’'oppose a
au passage des éléments figurés du sang. La peesBac glycocalyx, chargé
négativement, a la surface des cellules endotksé|iabntribue a limiter le passage des

protéines (comme I'albumine), qui sont électro-niéga.

« La MBG est un assemblage de glycoprotéines aniesigur lesquelles sont arrimés,
de part et d’autre, les podocytes et les cellutetothéliales. Elle est essentiellement
composée de collagéne IV, de laminine, de nidogéadibronectine, d’entactine, de

podocalyxine et de protéoglycanes, ces dernierhiiérant une charge négative.

+ Les podocytes ou cellules épithéliales viscéragemuvrent le versant externe de la
MBG. Leurs prolongements secondaires (pédicelEehtrelacent comme les dents
d’engrenage d’'une fermeture éclair, en ménageanfaiages de filtration, connectées
entre elles par des jonctions cellulaires spééafis(diaphragmes de fente). Cette
structure est spécifique au glomérule et se comgesombreuses glycoprotéines (les
principales étant la néphrine, la podocine et lza@aérine) qui ménagent des pores
(25 & 65 nm). lls assurent la filtration de l'eaudes molécules dissoutes, mais
s’opposent au passage des protéines dont le paicutaire est supérieur a celui de
lalbumine (68 000 Da). De plus, des glycoprotéirssoniques restreignent le

passage des charges négatives.
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Figure 3 : La barriére de filtration glomérulaire (microsce@lectronique).

Chez I'étre humain, les glomérules filtrent envirb20 mL de plasma par minute, soit 170
litres par jour. La volémie étant de 5 litres enysmne, les pertes engendrées seraient
rapidement incompatibles avec la vie en I'absereenddifications de I'urine primitive. Les
tubules ont donc pour rdle de réabsorber intens€osrultra-filtrat. Au final, la diurése est

de l'ordre de 2 litres par 24 heures et la compmsithimique de l'urine finale est tres
différente de celle de I'urine primitive.

1.4. LA TRAVERSEE TUBULAIRE

1.4.1. ORGANISATION GENERALE DU TUBULE

Le tubule comporte cinq segments s’étendant deafswde de Bowman a la pointe de la
papille : le TCP, I'anse de Henlé, le tube contéudistal (TCD), le canal connecteur et le
canal collecteur. Le revétement externe est agsardes cellules tubulaires, qui sont des
cellules épithéliales tres différenciées. Ellest gmiarisées avec un pble apical, pourvu d’'une
bordure en brosse pour augmenter la surface d'@ehawec le fluide tubulaire, et une

membrane baso-latérale, sous-tendue par une meenlirasale, qui est au contact de

linterstitium et des capillaires péri-tubulaired_e tubule associe deux principales fonctions :

% Une réabsorption massive, de l'urine vers le sateg substances filtréees par le
glomérule.
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« L’ajustement précis de la composition de l'urinéfiditive, afin de maintenir

I’'hnoméostasie du milieu intérieur.

Chaque partie du tubule assure des activitées smpdes. Schématiquement, le TCP est
responsable du travail de réabsorption massif daebneuses substances, I'anse de Henlé
participe a la création du gradient osmotique corthédullaire (permettant de concentrer ou
diluer les urines), le TCD et le canal connectejustant les bilans du calcium et du
magneésium, et le canal collecteur équilibre ceuxsddium, de I'eau, du potassium et des
protons.

Les échanges entre les lumieres tubulaire et eapilsont réalisés par voies trans et para-
cellulaires, par de multiples transporteurs. lisctionnent grace aux gradients chimiques ou
électriques générés par l'activité de la pompé/kaATPase présente au pole baso-latéral
des cellules tubulaires, ou directement par I'hiyd® de 'ATP. Tout au long du tubule, la
majeure partie de la consommation d’oxygéne eseédélla réabsorption du sodium qui sert
de force motrice a la réabsorption ou a la sémétiautres solutés.

In fine, I'excrétion urinaire de chaque substaneet la résultante de trois processus : sa
filtration glomérulaire, sa réabsorption et sa ééon tubulaires. La plupart des substances
qui doivent étre éliminées de I'organisme ne sa# absorbées (comme la créatinine) ou
peu réabsorbées et sécrétées (comme certains meédisa et sont par conséquent éliminées
en grande quantité dans les urines. A linverss, dectrolytes précieux comme les ions
sodium, chlorures et bicarbonates sont trés foménnéabsorbés. Si la réabsorption est
guantitativement plus importante que la sécrétidoulaire, cette derniére joue toutefois un
réle déterminant dans l'ajustement de la quaniitéléd de chaque substance excrétée dans

l'urine. Seul le fonctionnement du TCP sera déaitins le chapitre suivant.

1.4.2. MECANISMES DE REABSORPTION ET DE SECRETIONNDUBE
CONTOURNE PROXIMAL

1.4.2.1. INTRODUCTION

Le TCP est le plus actif des segments du tubuviron 60% de I'ultrafiltrat initial y sont

réabsorbés et la composition de l'urine primitivest fortement modifiée. La quasi-totalité
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des acides aminés (AA), des vitamines et du gly&a$s des bicarbonates et des phosphates,
65% de I'eau, du sodium et du potassium, ainsisf9 du chlore filtrés sont réabsorbés dans
cette portion du tubule. Par ailleurs, il est legsei d'une importante activité d’endocytose
protéique et de dégradation lysosomale au seircelédes tubulaires proximales. Enfin, il

intervient dans I'excrétion urinaire de certainaodgiotiques.

1.4.2.2. REABSORPTION DE L’EAU, DU SODIUM, DU CHLORET DU
POTASSIUM

Le TCP réabsorbe 65 % du sodium et du potassiuBQ%tdu chlore filtrés par le glomérule.
Cette reabsorption, massive et peu régulée, estosismtique, c'est-a-dire qu’elle

s’accompagne d’une réabsorption proportionnellaul’e

% Dans la premiére moitié du TCP, le sodium est @dlgsen grande partie avec le
bicarbonate, le glucose, le phosphate et les acmlemés (AA). Plusieurs
transporteurs spécifiquésvorisent I'entrée du sodium au péle apical detules
tubulaires proximales. L’antiport Nid™ (NHE3) représente la voie majeure d’entrée
du sodium dans cette partie du tubule (40% du soditré). |l couple I'absorption de
sodium a la sécrétion d’'un proton, qui titre leabbonate luminal. Le sodium pénétre
aussi dans la cellule tubulaire proximale par jgamorts Na-glucose, N&AA, Na'-
PO4#. Il sort ensuite & travers la membrane baso-let@ar la N&/K*-ATPase et plus
accessoirement par le co-transporteur-N&@O3 (NBC1). La réabsorption trans-
cellulaire de sodium crée une difféerence de patentians-épithéliale, lumiére
tubulaire négative, favorisant la réabsorption assdu chlore. L’abondante
réabsorption de solutés dans le TCP diminue 'oalitéldu fluide luminal, augmente
'osmolalité du fluide interstitiel et permet donoe réabsorption massive d’'eau par
osmose. Ceci est facilité par la grande perméahilg I'épithélium du TCP a l'eau,
aussi bien par la voie para-cellulaire, que tragik#aire (via les aquaporines 1). Le
transport d’eau de la lumiére vers linterstitiurérigubulaire s’accompagne d'un
mouvement dans le méme sens de sodium, connueoasn de solvent-drag (ultra-

filtration).
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+ Dans la deuxieme moitié du TCP, le sodium est ¢ietlement réabsorbé avec le
chlore par les deux voies, trans-cellulaire et atlulaire. La voie trans-cellulaire
utilise I'entrée apicale de sodium assurée patipant NHE3, et celle du chlore par
lantiport Cl/anion (formate ou oxalate). La sortie baso-lagérde sodium est
effectuée par la N&'-ATPase et celle de chlore par le symport €[l La
réabsorption para-cellulaire résulte de la cone#iotn élevée de chlore dans la
lumiére tubulaire, qui favorise sa diffusion pasdhdaire. La réabsorption majoritaire
du chlore crée une différence de potentiel trarigiélle, lumiere tubulaire positive,
qui favorise alors la réabsorption para-cellul@ivesodium par diffusion passive. Au
total, la réabsorption de chlorure de sodium étalohi gradient osmotique trans-

tubulaire qui favorise une réabsorption proportalend’eau par osmose.

+ La réabsorption du potassium dans le TCP est satend celle du sodium et se fait
exclusivement par voie para-cellulaire et de fagon régulée. Elle est assurée par
deux mécanismes : le solvant drag et la diffus@asspve. Le premier est lié a I'activité
de la pompe N2#K*-ATPase, qui en favorisant la réabsorption du soditraine une
diminution de I'osmolalité du fluide tubulaire eheiréabsorption passive d’eau et de
potassium. Le second mécanisme est généré parfféaedce de potentiel trans-

épithéliale lumiere positive existant dans la deme partie du TCP.

1.4.2.3. REABSORPTION DU GLUCOSE

La réabsorption du glucose est assurée uniguenankepTCP. Le glucose entre au podle
apical de la cellule tubulaire proximale par ungassus actif nécessitant la présence de
sodium et sort ensuite passivement au poéle badmlapour rejoindre la lumiére des
capillaires péri-tubulairegfigure 4). Quatre transporteurs sont exprimés dans la eellul
tubulaire proximale : deux au pdle apical, SGLT2SELT1 et deux au pble baso-latéral,
GLUT 2 et GLUT 1. Ces transporteurs sont couplaésxdedeux : SGLT2 avec GLUT 2 et
SGLT1 et GLUTL. Les transporteurs apicaux sontaefansporteurs sodium-glucose, ce
qui signifie que le gradient de sodium fournit Bégie nécessaire a la réabsorption du
glucose. Les transporteurs baso-latéraux sont esxrensporteurs facilités dont I'activité ne

nécessite ni sodium, ni énergie.
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s SGLT2 est présent dans les segments initiaux (SRetdu TCP, il transporte un ion
sodium pour une molécule de glucose, il a une dadtflinité de fixation et une forte
capacité de transport du glucose. SGLT1 est expdliang la partie la plus distale (S3)
du TCP, il transporte deux ions sodium pour uneésude de glucose et présente, au
contraire, une forte affinité et une faible capacit

% De facon similaire, GLUT2 est présent dans les segnS1 et S2 du TCP et possede
une basse affinité pour le glucose et GLUT1 esdlis€ dans le segment S3 du TCP et
posséde une haute affinité pour la molécule. Gesyenétrie fonctionnelle s’explique
par la modification de la composition de l'urinautau long du TCP. En effet, au
début du TCP, l'urine est concentrée en glucoasdransporteur de faible affinite,
mais de forte capacité est nécessaire. Au conti@igefin du TCP la concentration de
glucose diminuant, I'affinité du transporteur daitgmenter alors que sa capacité de

transport peut décroitre.

Na glucose 2Na glucose

Lgl==

v
glucose

o !

glucose

Figure 4 : Mécanisme de réabsorption du glucose dans le TCP.

1.4.2.4. REABSORPTION DU PHOSPHATE

Comme le glucose, le phosphate est presque exeiusivt réabsorbé dans le TCP. La
quantité réabsorbée dépend des apports digestitssdiesoins de I'organisme, qui varient au
cours de la vie, étant plus important lors de tassance que chez I'adulte. La réabsorption du
phosphate au pdle apical de la cellule tubulaioxiprale est assurée par trois transporteurs
actifs : NPT1, NPT2a (majoritaire) et NPT2c, néttass la présence de sodium. Le
mécanisme par lequel le phosphate sort au plle-lagsal est encore inconnu. La
réabsorption tubulaire de phosphate est régulée phasieurs facteurs, les deux plus
importants étant I’hormone parathyroidienne (PTHg é-ibroblast Growth Factor (FGF23) :
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« La PTH inhibe la réabsorption rénale de phosphaaetion de I’hormone s’explique
par une diminution de l'activité des transporteapscaux NPT2, par I'intermédiaire
d’'une activation des voies de I'adénylate cyclds#eda protéine kinase A, conduisant

& une endocytose accélérée des transporteurs fréses la membrarfe

< Le FGF23 est une phosphatonine découverte en 263@thétisée par les ostéocytes
et les cellules bordantes, particulierement dasszémes ou l'activité de remodelage
osseux est la plus élevée. Le FGF23 permet d’éimafu phosphate lorsque la
minéralisation osseuse est suffisante, il augmams la phosphaturie et diminue la
phosphatémie. Il agit directement sur le TCP @gilie au récepteur FGFR3C, couplé
a la protéine Klotho qui constitue un co-réceptdulle FGF23 a quatre effets
principaux : il provoque une diminution rapide dexpression membranaire apicale
des co-transporteurs NPT2a et NPT2c, et dans unedreomesure de NPTL1; il
inhibe l'activité la le-hydroxylase rénale, ce qui diminue la synthesealeitriol ; il
stimule la 24-hydroxylase, ce qui augmente la diggran du calcitriol ; et il diminue
la synthése de PTH. Chez I'animal, au moins deugrogénants de la concentration
sanguine de FGF23 ont été identifiés : I'apportnahitaire en phosphate et les
métabolites de la vitamine D. En effet, la concaidn sanguine de FGF23 varie
positivement avec I'apport alimentaire de phosphBEe méme, I'administration de
calcitriol produit une augmentation dose-dépenddetéa concentration plasmatique
de FGF23. Ces données suggerent ainsi que le F&FE28pliqué dans le contrdle, en
situation physiologique, du bilan de phosphate, nd’'upart en diminuant la
réabsorption tubulaire rénale de phosphate, lordgaeapports alimentaires sont
importants, et d’'autre part en diminuant la syrnehéle calcitriol lorsque celle-ci

S'éleve.

1.4.2.5. REABSORPTION DES ACIDES AMINES

Le TCP est le lieu exclusif de réabsorption des AlA.existent plusieurs types de co-
transporteurs NaAA qui permettent la réabsorption de plusieurs Alx caractéristiques
chimiques proches. On distingue en particuliertteasporteurs d’AA neutres, cationiques,
anioniques, de prolyne et glycine, et d’AAtaurine f-alanine et GABAY.
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1.4.2.6. REABSORPTION DU BICARBONATE

L’énergie nécessaire a la réabsorption du bicateosst assurée par la W& -ATPase baso-
latérale. L'entrée apicale de sodium est effecpael’antiport NHE3 avec extrusion dans la
lumiére tubulaire d’'un proton. Celui-ci s'associa hicarbonate présent dans le fluide
tubulaire pour former I'hydrogénocarbonate (H2CO@8yi est presque immédiatement
dissocié en CO2 et H20 par l'action catalytique ldehydrase carbonique de type IV,
présente dans la bordure en brosse apicale déluéedebulaire proximale. Le CO2 diffuse
librement a l'intérieur de la cellule, ou il estdmgté par I'action de I'anhydrase carbonique
intra-cellulaire, de type Il, en H2CO3 qui se digscen proton et bicarbonate. Le bicarbonate
sort ensuite au poéle baso-latéral par le co-tramspo NBC1 (trois bicarbonates pour un
sodium)(figure 5). Le proton utilisé pour la réabsorption du bicardie fait ainsi la navette

entre I'intérieur de la cellule et le fluide tubinég sans jamais étre excrété de fagon nette.

Figure 5 : Mécanisme de réabsorption du bicarbonate dan€ke T

1.4.2.7. REABSORPTION DU CALCIUM ET DU MAGNESIUM

Environ 70% du calcium et 10% du magnésium filtpgés le glomérule sont réabsorbés
passivement par le TCP. La réabsorption proporéth@me chlorure de sodium et d’eau dans
le TCP conduit a la concentration du calcium etriagnésium dans la lumiere tubulaire. Cela
crée un gradient chimique favorable a leur réatlismrppar la voie para-cellulaire.
L’équilibration précise des bilans de ces deux iestsensuite réalisée dans le TCD et le canal

connecteur.
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1.4.2.8. REABSORPTION ET SECRETION DE L'ACIDE URIG®J

L’acide urique est le produit final de la dégradatdes purines libres. Il est éliminé pour deux
tiers dans l'urine et pour un tiers dans la bilestomac et lintestin, ou il est dégradé par
'uricase des bactéries coliques. L'élimination alende I'acide urique est un processus
complexe (figure 6) % Aprés la filtration glomérulaire, le TCP assure transport
bidirectionnel de l'urate, associant a la fois s&aption et sécrétion. La portion S1 du TCP
est le siege d’'une réabsorption nette via quatircipaux transporteurs, URAT1, OAT4 et
OAT10 au péle apical et GLUT9a au pdle baso-latéltal transport intra-cellulaire est
accéléré par plusieurs mono-carboxylates commeyiazmoate, le nicotinate, le lactate, et
pour OAT4, les dicarboxylates. La portion S2 estslege d'un flux net de sécrétion
impliqguant OAT1 et OAT3 pour I'entrée de l'urate adle baso-latéral et NPT1, NPT4,
MRP4 et ABCG2 pour la sortie au pole apical. Enfa, portion S3 assure une faible
réabsorption dite post-sécrétoire.

Na* Urate Urate

Apical
surface

Pyrazinoate Dicarboxylates

v
i i Nicotinate
epithelial Eoes

Basolateral
surface

Dicarboxylates Urate

Figure 6 : Mécanisme de réabsorption de I'acide urique daifsiP.

1.4.2.9. REABSORPTION DES PROTEINES DE BAS POIDS MECULAIRE

Les cellules tubulaires proximales réabsorbentpledéines qui ont franchi la barriere de

filtration glomérulaire et contribuent a I'épargdes composés vitaux comme les vitamines.
Ce processus d’endocytose est assuré la megaliaec@biline, deux protéines exprimées au
pole apical des cellules tubulaires proximalessdas espaces inter-microvillairégure 7).

Il s’agit de molécules multi-ligands, capable der lies protéines de bas poids moléculaire.
Les complexes ligands-récepteurs sont ensuitenialisés dans des puits de clathrine, puis
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transférés dans des endosomes, ou s’effectue iégadign entre le récepteur, qui est recyclé,

et le ligand, qui est transféré dans les lysosqmes y étre dégrade.

lumiére tubulaire

/ Vt B12
;3;7:" ~ / B,-microglobuline
Zﬁubmm@q\} mégaline l 5 (\l
tubulaire C e
vésn:ule
deelath'ine

endosome

Figure 7 : Mécanisme d’endocytose des protéines de bas pwticulaire.

1.4.2.10. LES TRANSPORTEURS DES XENOBIOTIQUES

Les transporteurs des superfamilles ABC (ATP bigdoassette) et SLC (solute carriers)
permettent aux médicaments hydrophiles de travdesemembranes plasmiques. lls sont
saturables et peu spécifiques d'un substrat. Dasscéllules tubulaires proximales, les
xénobiotiques pénetrent au pdle baso-latéral partrensporteurs SLC et sortent au péle
apical par les transporteurs ABC ou SLC.

Les SLC assurent linflux ou l'efflux des xénobmpties, soit selon un gradient de
concentration (mécanisme passif), soit selon urdigna électro-chimique (mécanisme
secondairement actif). Certains prennent en chadegeanions (OAT et OATP), d’autres des
cations organiques (OCT). Dans les cellules tubedgproximales, OCT2 est exprimé au pole
baso-latéral et permet I'entrée des catidri@us récemment deux autres transporteurs apicaux
ont été mis en évidence, MATE1 et MATE2XX Ils assurent I'export des cations organiques
vers l'urine en échange d'un courant de protonstdle exact de MATEL n’est actuellement
pas connu. MATE-2K engendre une importante exanéiiinaire de Metformine et participe

a la diminution de I'efficacité de ce traitemenezttertains patients diabétiqiés

Les transporteurs ABC sont des pompes d’efflux tionoant grace a I'énergie fournie par
I'hydrolyse de I'ATP. lIs limitent 'accumulatione$ composés cytotoxiques, aussi bien dans
les cellules tumorales, que dans les cellules safe sein des cellules tubulaires proximales,

les deux transporteurs de cette superfamille les gécris sont la P-glycoprotéine (P-gp) et
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MRP2. La P-gp, ou MDR1, protéine codée par le geBEB1, est I'archétype du systeme
d’efflux. Elle est exprimée dans la bordure en beodes cellules tubulaires proximales et

permet d’excréter les médicaments vers la lumigbalaire'?
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2. SIMILITUDES ENTRE CELLULE TUBULAIRE PROXIMALE
ET ENTEROCYTE

2.1. ORGANISATION GENERALE DE L’EPITHELIUM INTESTIML

La muqgueuse intestinale constitue une des tunideda paroi digestive. Elle se subdivise en
deux parties, I'étage des villosités et celui dgptes de Lieberkih(figure 8). Les villosités
sont des expansions de muqueuse s’étendant Viersikere et sont tapissées d’un épithélium
de revétement prismatique monostratifié. Il comgreimq types cellulaires différenciés : les
cellules caliciformes, endocrines, de Paneth, lgts tcells, de découverte récente, et les
entérocytes. Ces derniers constituent la populatiajoritaire. Leur renouvellement se fait
selon un axe crypto-villositaire a partir de cadiilsouches présentes dans les cryptes de
Lieberkiihn, les CBC et les LRC+4. lls migrent etes@u sommet des villosités en deux a
cing jours, puis desquament dans la lumiére imaki lls assurent la fonction d’absorption

intestinale et le transfert des nutriments de iaidwe vers la circulation sanguine.

Entérocyte

Cellule caliciforme

Glande de
Liberkiihn

Cellule endocrine

\; CBC et LRC+4

—

s ; Cellule de Paneth

s PLRAEE SO D PN
L OIS B

Figure 8 : Organisation générale de I'épithélium intestinal.
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2.2. ANALOGIES MORPHOLOGIQUES ENTRE ENTEROCYTE ETECLULE
TUBULAIRE PROXIMALE

Le tubule rénal et I'intestin partagent le mémeetypépithélium simple. Tout comme les
cellules tubulaires proximales, les entérocytest stes cellules épithéliales hautement
différenciées, polarisées en un pdle apical etdle paso-latérgffigure 9). Le pdle apical est
pourvu d'un plateau strié composé de microvillasifgermettant d’augmenter la surface
d’absorption, similaire a la bordure en brosse a#liles tubulaires proximales. Au-dessous
est situé le «terminal web », riche en actine,clpeodu réseau d’actine situé sous la
membrane apical des cellules tubulaires proximéales.intenses besoins énergétiques de ces

cellules expliquent la présence de nombreuses hutalries au sein du cytoplasme.

Figure 9 : Similitudes morphologiques entre un entérocytga@che) et une cellule tubulaire

proximale (a droite) (microscopie électronique).

2.3. ANALOGIES FONCTIONNELLES ET MOLECULAIRES ENTRE
ENTEROCYTE ET CELLULE TUBULAIRE PROXIMALE

Le fonctionnement global des entérocytes et desulesl tubulaires proximales est
comparable. Leur membrane plasmique est constitée bicouche phospholipidique dont
la partie centrale est hydrophobe et s’oppose asage de la plupart des molécules. Ces
cellules utilisent des systemes de transport pbsprder ou éliminer les nutriments et les
solutés. Les transporteurs impliqués sont simsagtepermettent la pénétration de différentes
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substances dans la cellule, qui sont ensuite aciéesivers le pble baso-latéral, puis

externalisées vers les capillaires situés dantet$titium.

2.3.1. ABSORPTION DE L'EAU, DU SODIUM ET DU CHLORE

« Les mouvements d’eau a travers I'épithélium intedtisont passifs et suivent les
mouvements d’ions et de nutriments afin de maintégguilibre osmotique. A
mesure que les nutriments sont absorbés, l'osrt®laiiestinale diminue, ce qui
provoque la réabsorption de I'eau. Dans lintegn&le, I'absorption du glucose
stimule la contraction des filaments d’actine emtgtaires ce qui entraine un

élargissement des jonctions para-cellulaires airfag le passage de I'eau.

+ Le sodium est absorbé dans I'entérocyte de tragenfs: Pour un tiers, par des
systémes de co-transports ‘Nucose, N&AA et Na'-PO4". Pour un tiers, par un

co-transporteur NaCl™ et pour le dernier tiers par I'antiport NHE®

+ Le chlore suit globalement les mouvements du sodifon absorption est passive
dans l'intestin proximal et active dans lintestiistal, grace a un échangeur ClI
/HCO3, couplé a un antiport N&d™.

2.3.2. ABSORPTION DES GLUCIDES

Au sein des entérocytes, I'absorption des glucetggavorisée par le fonctionnement d’'une
pompe N&K*-ATPase localisée au pdle baso-latéral, généramradient de concentration
favorable a I'entrée de sodium dans la cellulesbdium entraine avec lui le glucose et le
galactose via le co-transporteur SGLT1 et le freetgrace au transporteur GLUTS.
L’ensemble des glucides sort ensuite au péle kmtsoal par le transporteur GLUTZ
(figure 10).
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Figure 10 : Mécanisme d’absorption entérocytaire des glucides.

2.3.3. ABSORPTION DU PHOSPHATE

L’absorption intestinale du phosphate est esséstieint para-cellulaire. Il existe cependant
un passage trans-cellulaire assuré, comme darglletes tubulaires proximales, par un co-
transporteur apical NePO4", le NPT2b" 1,

2.3.4. ABSORPTION DES ACIDES AMINES

Au cours de la digestion, les protéines sont t@nsfes en peptides et en AA, qui sont
ensuite absorbés par les entérocytes de l'intgséle. Comme dans le rein, les transporteurs
apicaux des AA sont des symports M. lls sont classiquement divisés en cing catiésgor

les transporteurs neutres, qui prennent en chaggeimble des AA neutres, les transporteurs
basiques, qui fixent les AA contenant de la cystieg transporteurs acides pour le glutamate
et l'aspartate, les transporteurs iminoglyciniquyesir la proline, I'hydroxyproline et la

glycine, et les transporteurs pour feAA 7.

2.3.5. ABSORPTION DU BICARBONATE

Dans l'intestin proximal, les bicarbonates sonttradisés par les protons gastriques, ce qui
produit du CO2 qui diffuse a travers I'épithéliudans l'intestin distal, les bicarbonates sont

absorbés par un échangeu?@CO3, couplé un antiport N&H* *3
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2.3.6. ABSORPTION DU CALCIUM

Le calcium est absorbé par deux voies différerife®ar voie trans-cellulaire, I'entrée apicale
est assurée par le canal TRPV6, qui est un homeldguTRPV5 présent dans le TCD et le
canal connecteur, et dont I'activité est stimulée la vitamine 1,25-(OH)D3. La traversée
entérocytaire dépend ensuite d’'un gradient de curat@n intra-cytoplasmique en CaBP
(calcium binding protein). Enfin, la sortie bastélale est assurée par un échange(irQé’
(NCX) et par une pompe &aATPase (PMCAL). Par voie para-cellulaire, I'absinp du
calcium dépend d’'un gradient électro-chimique. disge par les jonctions serrées (tight

junctions) grace aux claudines 2.

2.3.7. LES TRANSPORTEURS DES XENOBIOTIQUES

De nombreux membres des superfamilles de transpsr8BC et SLC sont présents dans
lintestin *°. La P-gp et MRP2 sont exprimées dans les micasiths entérocytaires et
assurent l'efflux des xénobiotiques. OCTN1 et 2pFle OAT-A et OAT-B interviennent

pour leur part dans I'absorption digestive degdraents administrgser os.
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3. PRINCIPALES METHODES D’'ETUDE DES
DYSFONCTIONNEMENTS TUBULAIRES PROXIMAUX

Les explorations tubulaires proximales sont le gloisvent motivées par la découverte d’'un
désordre hydro-électrolytique laissant suspecterparte ou une rétention rénale d’'eau et/ou
d’électrolytes®. L'étude du comportement tubulaire consiste a déseyuantité filtrée et
excrétée d’'une substance donnée. Pour de nombodutés la réabsorption tubulaire a la
particularité d’étre saturable et limitée. Elle esflétée par le transport maximal (Tm),
représentant la quantité maximale de soluté qué ngabsorber le TCP. Puisque le Tm est
influencé par le débit urinaire, il est nécessale le rapporter au débit de filtration
glomérulaire (DFGY™. L’excrétion fractionnelle (EF) est un autre oafissiquement utilisé,
correspondant au pourcentage d’'une substanceefiftag le glomérule ayant échappé a la
réabsorption tubulaire.

3.1. TRANSPORT MAXIMAL ET EXCRETION FRACTIONNELLE

3.1.1. TRANSPORT MAXIMAL DE GLUCOSE RAPPORTE AU DEBDE
FILTRATION GLOMERULAIRE

La concentration plasmatique de glucose étant ifrieure a son seuil de réabsorption
rénal, la glycosurie est physiologiguement nulle. dlucose étant exclusivement réabsorbé
dans le TCP, la découverte d’'une glycosurie dansamiexte normo-glycémique doit faire

rechercher une tubulopathie proximale. La quamitiftcn de la perte rénale de glucose
nécessite la mesure du Tm glucose/DFG au coureenfusion de glucose hypertonique.
Elle traduit le seuil maximal de réabsorption ducglse et est normalement inférieure a 16

mmol/L.

3.1.2. TRANSPORT MAXIMAL DE PHOSPHATE RAPPORTE AWHEBIT DE
FILTRATION GLOMERULAIRE

La concentration plasmatique normale de phosplstteoenprise entre 0,87 et 1,45 mmol/L et

I'excrétion urinaire de cet ion représente enviB0o de la charge filtrée par le glomérule. Le
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TmPO4/DFG mesure la capacité de réabsorption maximalehdephate, indépendamment

d’une variation de la phosphatémie et du DFG.tlhesmalement supérieur a 0,8 mmol/L.

3.1.3. TRANSPORT MAXIMAL DE BICARBONATE RAPPORTE ADEBIT DE
FILTRATION GLOMERULAIRE

L’'analyse de la réabsorption tubulaire proximale bilearbonate repose sur la mesure du
TmHCO3/DFG aprés normalisation de la charge filtrée per perfusion de bicarbonate de

sodium hypertonique. Ce rapport est normalemerérgeyr a 20 mmol/L.

3.1.4. EXCRETION FRACTIONNELLE DE L’ACIDE URIQUE

La présence d'une hypo-uricémie reléeve de deux m&res distincts. Soit une diminution
de synthése primaire ou secondaire de la xanthigdase (XO), soit une augmentation de la
clairance de l'acide urique. Cette clairance urmaist de 9 +/- 3 mL/min, soit un dixieme de

la clairance de la créatinine. L’EF de I'acide uggest donc normalement inférieure a 10%.

3.2. ANALYSE DES PROTEINES TUBULAIRES

3.2.1. LA BETA-2-MICROGLOBULINE

La p2-microglobuline $2M) est une protéine non glycosylée de faible pomdgéculaire (11
800 Da), synthétisée par toutes les cellules dgditisme, en particulier par les lymphocytes.
Elle s’associe aux molécules du complexe majeuistwbompatibilité (CMH) de classe 1,
dont elle forme la chaine légere. Elle est filjpée le glomérule, puis massivement réabsorbée
(99%) au sein du TCP par un processus d’endocytgsieguant la mégaline. Elle est ensuite
catabolisée par la cathepsine D au sein du sydi@msomal.

Tout état pathologique affectant le TCP entraine angmentation de concentration de la
B2M dans l'urine. Cependant, un des inconvénientgomant de cette molécule comme
marqueur de dysfonctionnement tubulaire proximaidet dans son instabilité dans l'urine a
température ambiante, en particulier quand le gHné&rieur a 5,5. Ainsi, a la température
corporelle, il existe une perte rapide et irréMdesde [a2M, et a pH neutre, la molécule est

clivée par des enzymes excrétées par les leucodsgtes|'urine®.
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3.2.2. LACYSTATINE C

3.2.2.1. DEFINITION

La cystatine C (anciennement appelée gamma-tracepast-gamma-globuline) est un
polypeptide non glycosylé, basique (pH a 9,3), diblé poids moléculaire (13 359 Da)
composée de 122 AAS Elle est codée par un géne (CST3) de 103 Kb ik&aur le
chromosome 26* % ?°, Elle appartient a la superfamille des cystéimedases’ 2% et joue

un role de protection contre les destructions kises dues a la libération d’enzymes par les
cellules mortes ou malignes. Elle posséderait aussieffet anti-infectieux’®. Elle est
retrouvée dans la plupart des liquides de I'orgari®t en particulier dans le LCR ou elle a
été identifiée et quantifiée en premier li&U>". Elle est produite par toutes les cellules
nucléées. Sa synthése étant contrélée par un genedage exprimé en continu, il n’existe
pas de variation nycthémérale de sa concentratasmatique®. Cependant, sa production
est influencée par I'age, le tabagisme et I'inflaation .

En raison de son faible poids moléculaire et declsrge positive a pH neutre, elle est
librement filtrée par le glomérule et presque tt@nt réabsorbée et dégradée dans les
cellules tubulaires proximales. Sa concentrationaine est tres faible, de I'ordre du dixiéme
de mg/L. La stabilité de la cystatine C est impaegadans les échantillons plasmatiques, mais
plus aléatoire dans les urinés® 33738

La cystatine C plasmatique est peu sensible auatiars de masse maigre et a donc été
étudiée comme un nouveau marqueur potentiel du 8 FGependant, la comparaison directe
de ses performances avec celles de la créatimisenaltique intégrée aux formules de Gault et
Cockcroft et MDRD a montré des résultats contradlies chez I'adulte. Une méta-analyse
récente n’a pas montré de supériorité d’équati@seds sur cette molécule par rapport aux
formules reposant sur la créatinine plasmatiffuéans I'état actuel des connaissances, et
compte tenu du colt élevé du dosage, il n'est pesommmandé de substituer
systématiquement ce marqueur a la créatinine plapmadans la population générale.
Toutefois, les derniéres recommandations KDIGO 281gréconisent son utilisation pour
améliorer I'estimation des DFG dans les situatioinsa formule CKD-EPI trouve ses limites,
afin d’éviter de classer a tort certains patiendmsdla catégorie des insuffisants rénaux

chroniques de stade 3A. Cependant, le faible nomériaboratoire francais disposant de ce
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dosage, ainsi que son absence de remboursemetgnline développement de cet outil

biologique en routine.

3.2.2.2. INTERET DE LA CYSTATINE C URINAIRE COMME MRQUEUR DE
DYSFONCTIONNEMENT TUBULAIRE PROXIMAL

A linstar de la cystatine C plasmatique, la cys&tC urinaire (CCU) a d’abord été étudiée
comme un nouveau marqueur du DFG. Elle a finalemaat abandonnée dans cette
indication, étant trop imprécise pour les DFG iigérs & 60 mL/min/1,73 ff, mais elle s’est
révélée un indicateur intéressant pour I'évaluatiorfonctionnement tubulaire proximal. Dés
1961, Butler et col*® ont décrit la présence de cette protéine dansifess de 80% des
patients présentant un dysfonctionnement tubulbicaida et col** ont ensuite montré que le
ratio CCU/créatininurie, mesuré par une meéthodeSEl Ipouvait servir a diagnostiquer un
dysfonctionnement tubulaire proximal, du stade @cécjusqu’a la nécrose tubulaire aigué.
Par la suite, Conti et colf> ont développé un dosage de la CCU par néphélémégiont
mis en évidence une augmentation des concentratiens CCU chez un groupe de 57
patients connus pour avoir des tubulopathies prabas d'étiologies variables. En
comparaison, les 60 patients contréles et les 4ierpa souffrant d’'insuffisance rénale
chronique (IRC) sans atteinte tubulaire, avaiest\adeurs significativement plus basses (p <
0,0001). Dans I'étude d’Herget-Rosenthal et &gl.le ratio CCU/créatininurie supérieur a
11,3 mg/mmol, dosé par néphélémétrie, était unrbfiat de dysfonctionnements tubulaires
proximaux en cas de protéinurie massive ou de o@pliies tubulo-interstitielles (OR = 3,2,
IC 95% : [1,2; 18,6], p = 0,03). En revanche gapmat n’était pas corrélé a une diminution
du DFG.

Plus récemment, Jaafar et c8. ont utilisé le ratio CCU/créatininurie chez 37 ipats
infectés par le VIH pour détecter les dysfonctianeats tubulaires proximaux complets (ou
syndrome de Fanconi) provoqués par I'’Adéfovir o0 émofovir. Dans leur forme compléte,
les tubulopathies proximales sont caractérisées e acidose tubulaire proximale
hypokaliémique, une augmentation de I'EF de l'aqidigue, une diminution du TmPO42-
IDFG, une protéinurie de bas poids moléculaire,am@o-acidurie et une glycosurie normo-
glycémique. Cependant, chez certains patientspmoént ceux infectés par le VIH, plusieurs
des marqueurs précédemment cités peuvent étrecedtéau cours de la pathologie,

indépendamment de la survenue d’'un dysfonctionnermdaulaire proximal. L'utilisation
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d’outils biologiques supplémentaires comme la CEUeeatio CCU/créatininurie peut alors
s’avérer intéressante. lls doivent cependant &algblement validés dans ces populations
spécifiques. Ainsi, Jaafar et col. ont proposé wwilsa 14 pg/mmol pour le ratio
CCU(/créatininurie, afin de différencier au mieus [gatients présentant ou non un syndrome
de Fanconi secondaire aux anti-rétroviraux (anahgecourbe ROC : AUC = 0,929, valeur
prédictive négative (VPN) = 95,8%, valeur prédietpositive (VPP) = 76,9%). Dans cette
étude, la VPN était suffisamment élevée pour ékminn dysfonctionnement tubulaire
proximal lorsque le rapport CCU/créatininurie étaiterieur au seuil, quelques soient les
valeurs de la protéinurie, de la glycosurie et dephosphatémie. Mais, sa faible VPP,
nécessitait de I'associer aux marqueurs habitwelgedturbations tubulaires proximales pour
dépister ces anomalies de fagon robuste.

Suite a cette étude, le service de Physiologie IRéte Toulouse a développé un dosage
colorimétrique pour aider au diagnostic de dysfimmctement tubulaire proximal. Le seulil
pathologique choisi a été une CCU supérieure apigQ en valeur absolue, ou un ratio
CCU/créatininurie supérieur a 20 pg/mmol de créatire.

La CCU semble donc présenter plusieurs intérétsnemarqueur de dysfonctionnement
tubulaire proximal. D’abord, elle s’avére étre trggecifigue d’'une souffrance tubulaire
proximale du fait de son métabolisme. Ensuite, alaur absolue, comme son ratio sur la
créatininurie semble s’élever précocement. Enfimpute tenu de sa production constante, le
dosage peut étre réalisé a partir d’'un simple dédlmemurinaire. Cet outil n'a cependant

jamais été utilisé au sein d’une population degpdsi transplantés rénaux.
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4. LA TRANSPLANTATION RENALE

4.1. DEFINITION DE LA MALADIE RENALE CHRONIQUE

La maladie rénale chronique (MRC) est définie pae anomalie de structure et/ou de
fonction rénales présente(nt) depuis au moins maiss. Ce concept a été développé en 2002
afin de ne pas méconnaitre les patients présentantnéphropathie associée a un DFG
initialement normal (supérieur & 60 mL/min/1,73de2surface corporelld). En pratique, il
peut s’agir d'une protéinurie, et/ou d’anomalies dédiment urinaire (hématurie,
leucocyturie), et/ou de I'équilibre électrolytigypar des dysfonctionnements tubulaires),
et/ou histologique (confirmées par ponction biopsimale (PBR)), et/ou de structure
(identifiée par I'imagerie). L'IRC est définie pan DFG inférieur & 60 mL/min/1,73 m2. Elle
est la conséquence commune de I'ensemble des mp&phies évoluées. Elle se caractérise
par la destruction progressive et irréversible mgshrons et par I'accumulation anormale de
matrice extra-cellulaire produite par des cellulBsroblastiques dans [linterstitium.
L’évolution ultime correspond & une abolition desdtions rénales de filtration, réabsorption
et sécrétion, nécessitant alors de débuter unermaitt de suppléance : dialyse ou
transplantation rénale, afin d’assurer la survie phients.

Les nouvelles recommandations KDIGO 2d1 2figure 11) ont affiné la classification de la
MRC en ajoutant a l'estimation du DFG le dosagela@rotéinurie, ou de I'albuminurie
(estimées en utilisant un ratio protéinurie/créatiie (PCR) ou albuminurie/créatininurie
(ACR) a partir d’'un échantillon d’'urine du matiigeci permet de mieux évaluer le risque de
progression de la MRC et d’en déduire les stadesssiant un suivi par le médecin traitant,

ou un avis néphrologique spécialisé.
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Figure 11 : Classification de la MRC (KDIGO 2012).

4.2. EPIDEMIOLOGIE DE L'INSUFFISANCE RENALE CHRONIQE

L’IRC est un probleme majeur de santé publiquegaafréquence et le colt de sa prise en
charge. Ces dernieres années, la connaissanca épigdémiologie en France a été améliorée
par la création du Réseau Epidémiologie et Infoionaen Néphrologie (REIN), géré par
I'’Agence de la Biomédecine. Un rapport référémiermet de fournir une image précise de la
MRC en France, afin d’adapter au mieux sa prisehange.

En 2011, la prévalence brute globale de I'lRC mirale » était estimée a 1 091 malades par
million d’habitants, soit environ un malade poui0Q0 habitants, correspondant a 70 700
personnes. L’age moyen au début du traitement gpl&ance était de 67 ans. La dialyse
concernait 39 600 patients (56%) (hémodialyse (3,8t dialyse péritonéale (6,7%)), et la
transplantation rénale 31 100 patients (44%).

La méme année, 9 735 nouveaux cas ont été diaguésti reflétant une incidence en
constante augmentation. Cet accroissement semlgeaade partie lié au vieillissement de la
population, a la progression du diabéte sucré pie 2yet de I'HTA.

Le colt de prise en charge de ces patients estésat milliards d’euros par &n

4.3. AVANTAGES ET LIMITES DE LA TRANSPLANTATION REMLE

En moins d’'un demi-siécle, la transplantation réredt passée du stade expérimental a celui

du traitement de choix de I'IRC arrivée au stadiend. Elle est indiscutablement la technique
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qui apporte la plus longue et la meilleure qualigdvie au patient’ °%. Elle est de plus la
moins onéreuse pour la société. En effet, le celthemodialyse est approximativement de
88 000 euros par an et par patient et celui déalgsg péritonéale d’environ 68 000 euros par
an et par patient. A l'inverse la transplantationnaco(t post-greffe quatre fois inférieur, car
s’il est évalué a 80 000 euros la premiére anrlédiminue a 20 000 euros les années
suivantes”®,

Cependant les performances de ce traitement soiédis par deux principaux problémes : la
pénurie de greffons disponibles et leur survie toogve. En France, entre 2002 et 2011, le
nombre de transplantations rénales a augmenté%epdur atteindre 2 976 greffes en 2011,
mais il est encore insuffisant car deux tiers dasepts n’ont toujours pas acces a la greffe.
Par ailleurs, la durée moyenne de survie des greffita augmenté que de 3 ans entre 1989 et
2011 pour atteindre 10 ans. Ceci s’explique notamirpar le développement sur les reins
transplantés d’'un processus multifactoriel nommeédyafonction chronique du greffon
(DCQG).

4.4, LES MODES D'ACTION DES DIFFERENTS IMMUNOSUPPRBKBEURS
D’ENTRETIEN

4.4.1. LES INHIBITEURS DE LA CALCINEURINE

Les inhibiteurs de la calcineurine, par leur intidni trés sélective les lymphocytes T,
constituent actuellement la pierre angulaire destopples dimmunosuppression en
transplantation d’organe solide. lls sont malheseewent associés a de nombreux effets
indésirables, en particulier a une importante né&plicité, justifiant des stratégies

thérapeutiques d’épargne et la recherche de nasvelblécules destinées a les remplacer.

4.4.1.1. LA CYCLOSPORINE A

Depuis sa découverte il y a prés de quarante ari3sA a révolutionné la prise en charge des
patients transplantés. Il s’agit d'un peptide aye# de 11 acides amindfgure 12),
synthétisée par un champignon issu du sol norvégiehypocladium Inflatum), trouvé

fortuitement en 1969 lors de recherches sur de esuww antibiotiques. Cette molécule de 1
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203 Da est neutre et insoluble dans I'eau, maigd®ldans les solvants organiques et dans les
lipides. Elle comporte de nombreux AA N-méthylésietAA caractéristique en C9 dérivé de
la méthylsérine. Les AA localisés en position 1et23 forment la partie active du site
immunosuppresseur. En 1976, le microbiologiste -Feancois Borel®® démontre I'effet
immunosuppresseur de la CsA chez I'animal. Quelgueses plus tard, en 1978, Calne et
col. > >* retrouvent cet effet chez 'homme. Mais les fopesologies (17 mg/kg/jour) alors
utilisées se révelent rapidement néphrotoxigtiea partir des années 1980 la CsA, prescrite
a plus faible doses (environ 5 mg/kg/jour), devilentraitement IS de base pour réduire le

risque de rejet aigu d'allogreffe en transplantatitorgane solidé®°’.
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Figure 12 : Structure chimique de la Cyclosporine A (PubChebstances).

La CsA forme en intracellulaire des complexes agtes immunophilines spécifiques, les
cyclophilines (CYP A, géne PPIA et CYP B, gene PPIBes complexes inhibent I'activité
phosphatase de la calcineurine, une sérine/thréopimosphatase calcium et calmoduline
dépendante, impliqguée dans I'activation des lymgtescT (LT)(figure 13). Lorsque qu’un
antigéne (Ag) se fixe sur le récepteur TRC/CD3 dln il provoque l'activation de la
phospholipase C qui hydrolyse le phosphatidylimdgRIP2) en inositol-triphosphate (IP3) et
diacylglycérol (DAG). L'IP3 libére le calcium intreellulaire et active la calmoduline qui se
fixe a la calcineurine. Le couple calcineurine-cadiuline déphosphoryle le facteur nucléaire
NFAT, qui est alors transloqué dans le noyau agtive la transcription du gene codant pour
I'interleukine 2 (l12) et la chaine de son récepteur (CD25). L'lI2 a une activité attwe et
paracrine sur les LT et les cellules NK. Elle stiemla voie de la protéine m-TOR
(mammalian target of rapamycin) ce qui enclencheyele cellulaire et la prolifération
lymphocytaire®.
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Figure 13 : Voie de signalisation intra-cellulaire de la catirine et effet de la Cyclosporine
A.

En empéchant la déphosphorylation et donc la waasbn intra-nucléaire de NFAT, la CsA
provoque un blocage de la transcription du géneamioghour I'll2, ce qui s’oppose a
I'activation du LT et au rejet aigu d'allogreff@ °°. Chez I'animal, les inhibiteurs de la
calcineurine peuvent induire une modification phgpmue des cellules tubulaires
proximales. En effet, outre son effet immunosumgeas la calcineurine est essentielle a de
nombreuses voies de signalisation intra-cellulaétasne part de sa néphrotoxicité semble liée
a son role dans la régulation du cytosquelettetidacLe role de la calcineurine dans le
controle du cytosquelette a été initialement suggéans I'élongation neurona® et
I'hypertrophie des myocyte¥. Certains travaux ont aussi montré que son iribibipar la
CsA pouvait modifier I'organisation du cytosquedettes cellules rénal83 C'est le cas des
micro-filaments d’actine des podocytes, par lesie la synaptopodirfé. Ils sont stabilisés
par la CsA et ceci pourrait expliquer son effeti-anbtéinurique utilisé dans le cadre du
traitement du syndrome néphrotique. De précédeawsuix ont montré que le cytosquelette

65 66 (o qui

des cellules tubulaires proximales est aussi modgfir la CsA(figure 14)
pourrait participer a des dysfonctionnements tubedaproximaux et a la progression de
lésions tubulo-interstitielles. In fine, les moddtions phénotypiques de ces cellules serait un

élément favorisant leur perte de fonction et pgrti@it au développement de la DCG.
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Controle CsA (5 uM)

Actine

Figure 14 : Rigidification latérale du cytosquelette d’actithe cellules LLC-PK1 traitées par
Cyclosporine A (microscopie confocale, x 100). D&gpde Mérindol-Descazeaud, résultats

non publiés.

4.4.1.2. LE TACROLIMUS

Le Tacrolimus (Tac) (ou FK506, ou Fujimycin) a &élé en 1984, a partir de bouillons de
fermentation issus du sol japonnais contenant letéba Streptomyces Tsukubaensis.
Initialement considéré comme un nouvel antibiotiqge la classe des macrolides, la
découverte de son activité inhibitrice de la cadaine a rapidement permis son utilisation en
transplantation d’organe. Bien que sa structurmithie(figure 15) soit différente de celle de
la CsA, son mode d’action est trés similaire. Liag@pale divergence réside dans sa fixation a
une autre immunophiline, appelée FKBP12 (géne FKBPL Le reste de son mécanisme
d’action semble identique a celui de la CsA, biae timmunosuppression soit considérée

comme plus fort&® °°.

Figure 15 : Structure chimique du Tacrolimus (PubChem subs&gnce
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4.4.2. LES ANTIMETABOLITES

Les inhibiteurs des bases puriques jouent un ritentunosuppresseurs complémentaires.
Depuis I'Azathioprine (AZT) jusqu'au inhibiteurs del'inosine monophosphate

déshydrogénase (IMPDH), ils contribuent a diminlesr posologies des inhibiteurs de la
calcineurine afin d’en limiter la toxicité. lls erviennent a une étape tardive du rejet aigu

d’allogreffe en bloquant la prolifération cellulailors de la mitose.

4.4.2.1. AZATHIOPRINE

L’AZT est utilisé en transplantation rénale dep@i363, mais son métabolisme complexe
n'est encore qu'incomplétement compfisll agit en inhibant la synthése de novo des m@srin

et en perturbant leur inter-conversion, bloquansiala synthese de 'ADN et le passage en
phase S du cycle cellulaire. Dans l'organisme I'AZ$t rapidement transformé en 6-
mercaptopurine (6-MP) par la gluthation-S-trangféré¢GST), puis la 6-MP est elle-méme

métabolisée selon trois voies enzymatiques diftésgfigure 16) :

« La premiere voie est sous la dépendance de [I'hygbiee-guanine
phosphoribosyltransférase (HGPRT). Elle produitl'deide thioinosinique, qui est
actif en lui-méme, mais est aussi transformé ehidgztianine nucléotide (6-TGN).
L’acide thioinosinique exerce un rétro-contrdle ibiteur sur la phosphoribosyl-
pyrophosphate aminotransférase (PRPP), enzymeysaalla premiére étape de la
synthése de novo des purines. La 6-TGN est un pseucléotide qui s’intégre a
'ADN et provoque des cassures chromosomiques et aleomalies des acides

nucléiques, conduisant a I'apoptose du lymphocyte T

% La seconde voie est celle de la thiopurine méthy#tférase (TPMT) qui transforme la
6-MP en 6-méthylmercaptopurine (6-MMP) par méthglatde la fonction thiol. La
TPMT est une enzyme cytoplasmique qui catalyse a@rf préférentielle la S-
méthylation des composés sulphydryls aromatiqudg&trocycliques tels que la 6-
MP. La TPMT présente un polymorphisme génétique gugmente le risque

d’épisodes d’aplasie médullaire graves associAAIl.
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% La troisieme voie concerne la xanthine oxydase (X@) inactive les différents
produits du métabolisme de la 6-MP. Elle transfolmé&-MMP, la 6-mercapto-8-
hydroxypurine et les 6-TGN en acide thiourique, esti un métabolite inactif éliminé

par les reins.

| Azathioprine I
l
6-MP

6-MMP 6-TGN Acide
l thiourique

Toxique pour I’ADN
Figure 16 : Synthese du métabolisme de I'’Azathioprine.

4.42.2. LE MYCOPHENOLATE MOFETYL ET LE SEL SODIQUEE L'ACIDE
MYCOPHENOLIQUE

Le Mycophénolate Mofétyl (MMF) est utilisé depui@9B en transplantation d’organe solide
. Tout comme le sel sodique de I'’Acide MycophénadigMPS), apparu plus récemment, il
est une prodrogue de I'’Acide Mycophénolique (MP@Yi est un produit de fermentation du
champignorPenicillium Brevicompactum.

Le MPA est un inhibiteur sélectif, non compétitif réversible de l'isoforme de type Il de
'IMPDH. Il bloque la voie de synthése de novo ¢esines, seule voie disponible dans les
lymphocytes T et B activés, qui ne disposent patadmie de sauvetage utilisant les bases
puriques (adénine et guanine). Dans les lymphocyee®PA provoque une déplétion en
désoxyguanosine triphosphate (dGTP), bloque lahgget de 'ADN et inhibe ainsi la
prolifération cellulaireLe MPA épargne par contre les autres lignées edld qui peuvent
avoir recours a la voie de sauvetage. Son actibléecilimite donc en théorie ses effets
indésirables. Le MPA posséede d’autres propriéti&gessantes en transplantation : il diminue

la production humorale d’anticorps, en inhibantdéspes initiales de la prolifération et de la
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différenciation des lymphocytes B, et il limiteriecrutement des monocytes dans les sites de

rejet aigu, ou d’'inflammation, en augmentant lquo@ose.

% Le MMF est l'ester-2-morpholinéthyl du MPA, qui ekt principe actif. Il est
rapidement absorbé, puis completement hydrolysés dan foie en MPA par
désestérification. Le métabolisme du MPA empruntesuge deux voies de
glucoroconjugaison différentes. La voie majoritgo@sse par l'uridine diphosphate
glucoronyltransférase (UGT) de type 1A9 présentesdfoie, I'intestin et les reins et
par 'UGT1A8 présente uniquement dans lintestitle Broduit du MPA glucoronide
(MPAG) qui est inactif, mais qui est d’'une party@é par un cycle entéro-hépatique
en MPA (via les transporteurs OATP1B3 et MRP2) 'atile part éliminé dans les
urines via MRP2. La voie minoritaire est assuréelhdGT2B7 et produit de I'acyl
MPAG (AcMPAG) qui est actif et responsable de libition de 'IMPDH.

% Le MPS est une autre prodrogue du MPA dont la ptésien galénique, sous forme
de comprimés gastro-protéges a libération lentait éaissé espérer une améelioration
des effets indésirables digestifs lies au MPAG.dDé@ant, la diminution des diarrhées

n'a été confirmée par aucune étude randoniis&e

4.4.3. LES CORTICOSTEROIDES

L'utilisation des corticostéroides remonte au démita transplantation rénale dans les années
1950, pour prévenir et traiter les rejets aigisCe sont des agonistes du récepteur intra-
cellulaire des glucocorticoides, qui agit sur f&eseurs de transcription comme Mb-et AP-

1. Aprés une absorption intestinale rapide, la ssthe est métabolisée par il
hydroxylation hépatique en Prednisolone, qui est s@tabolite actif. Elle diffuse ensuite
passivement a travers les membranes plasmiquadagels et se fixe au récepteur des

glucocorticoides. Dans la cellule, les corticostdes agissent de trois facons différentes :

« D’abord, le complexe corticostéroides-récepteutrasisioqué dans le noyau ou il se
fixe sous forme d'un homodimére a des séquencesifispes d’ADN appelées
glucocorticoides responsive elements (GRE). Cecutib a la stimulation ou a
l'inhibition de la transcription de plusieurs génieservenant dans le contréle du

systeme immunitaire.
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% Ensuite, la régulation d’autres génes répondanks cauticostéroides impliqgue une
interaction entre le complexe corticostéroide-rémapet des facteurs de transcription
comme NF«b. L'induction de la synthese de la protéineblinhibe la translocation
nucléaire de Nkeb. L'immunosuppression est alors secondaire a Haindition

d’expression des cytokines pro-inflammatoires (I, 116 et interféron gamma).

+« Enfin, le troisieme mécanisme implique des voies génomiques par I'intermédiaire

de récepteurs de la membrane plasmique et de seomsbagers.

4.4.4. LES INHIBITEURS DE LA MAMMALIAN-TARGET OF RRAMYCIN

La Rapamycine (Sirolimus) a été isolée en 1975rtr ke Streptomyces Hygroscopicus, une
bactérie tellurique de I'lle de Paques (Rapa Nuipetynésien). Initialement développée
comme traitement antibiotique, puis antifongiquess propriétés immunosuppressives ont été
rapportées pour la premiére fois en 1977 dans wehaanurin d’encéphalite auto-immufie

Cet effet sera confirmé en 1989 dans des modé#le-dransplantation chez I'animél. La
premiere administration chez 'lhomme sera faitd @1 au cours d’'une greffe rénale, puis il
faudra attendre 2001 en Europe pour qu’elle saitroercialisée comme agent IS.

La Rapamycine et I'Everolimus (composé similaire diemi-vie plus courte) sont des
macrolides lipophiles dont les structures chimigsest tres proches de celle du Tac, mais
dont les mécanismes d’action sont complétemergéreifits. Ils partagent avec le Tac le méme
récepteur intra-cellulaire, le FKBP12, mais n'ont pas la méme cible car ils agissent en
inhibant la protéine m-TOR.

La m-TOR est une sérine/thréonine kinase de 2 5A9(Z289 000 Da), appartenant a la
famille des phosphatidylinositol 3 kinase-relatddake (PIKK)’® Il s’agit d'une plaque
tournante dans la régulation de la prolifératiodesta différenciation cellulaire. Elle contréle
I'appareil traductionnel en phosphorylant deux @ireds importantes :

« La premiere est la p34cdc2, dont la phosphorylgbemmet sa liaison a la cycline E,
sa migration intra-nucléaire et la protéloyse dé pdi est une protéine frénatrice du
cycle cellulaire. La p27 inhibe la progression gele cellulaire de la phase G1 a la
phase S par une action inhibitrice des « cyclinetelent protein kinase » (cdk) et par

la phosphorylation de la protéine 4E-BP1 en €iFcktte protéine est un inhibiteur de
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'apoptose et un régulateur de la traduction d’AREmMprotéines nécessaires a la

progression du cycle cellulaire.

+ La seconde est la p7056k, qui est une sérine-thmédkinase qui phosphoryle la
protéine ribosomale 40S S6. Le recrutement de 86gida traduction des ARNm en

protéines impliquées dans I'appareil traductionnel.

Au total, les couples Sirolimus-FKBP12 ou EverolgsitKBP12, en se liant a la m-TOR,
bloquent ces mécanismes d’enclenchement du cyliidage. 1l en résulte une inhibition de
la transition de la phase G1 a la phase S et derla grolifération des lymphocytes T et B
activés.

4.5. LA DYSFONCTION CHRONIQUE DU GREFFON

Si la survie des greffons a été fortement améliaréeurt terme par la meilleure connaissance
des meécanismes immunologiques du rejet d'allogredte les nouveaux protocoles
d'immunosuppression, la survie a long terme poserenprobleme. Les greffons souffrent en
effet d’'une dégradation progressive de leur fomctiqui se traduit cliniquement par une
diminution du DFG associée a I'apparition d’'unetgiaurie et d’'une HTA.

Cette DCG est une maladie multifactorielle qui l&sa la fois d’agressions immunologiques
(rejets aigus, chroniques) et non immunologiqueBAHlyslipidémie, diabéte, tabac, virus et
toxicité médicamenteuse). Bien qu’elle ne soit eagu’'incomplétement comprise, le rble de
certains immunosuppresseurs (IS) est clairemehti élans sa genese. En particulier, la DCG
est favorisée par la néphrotoxicité des inhibitedgsla calcineurine, méme lorsqu’ils sont
utilisés & doses thérapeutiqUé&’.

Chez les patients transplantés rénaux, la DCG sepafois s’associer a des troubles hydro-
électrolytiques, pouvant étre liés a un dysfonetement tubulaire proximal. Alors que le role
de ces perturbations est probable dans la progredsi la DCG, leurs mécanismes n'ont éte
gue trés peu étudiés jusqu’a présent. Une meilleonmaissance de ces atteintes tubulaires,
souvent asymptomatiques, pourrait permettre dddescter précocement et de les traiter, afin

de ralentir la progression de la DCG et de diminegipertes des greffons.
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4.6. LES DYSFONCTIONNEMENTS TUBULAIRES OBSERVES ACOOURS
DE LA TRANSPLANTATION RENALE

4.6.1. INTRODUCTION

La transplantation rénale est régulierement assacies désordres hydro-électrolytiques. Les
principales anomalies observées concernent lessbda potassium, acido-basique, phospho-
calcique et du magnésium. Les IS modifient auskirietionnement de certains transporteurs

des xénobiotiques.

4.6.2. ANOMALIES DE LA KALIEMIE

Chez la majorité des patients transplantés rénaulFG initial est diminué et continue a
s’abaisser a distance de la greffe. Puisque I'é@tidn urinaire du potassium est étroitement
dépendante de sa charge filtrée, ceci s'Taccompdgme augmentation de la kaliémie. Par
ailleurs, [l'utilisation de certains médicaments, meoe les anti-hypertenseurs/anti-
protéinuriques, bloquant le systeme rénine-angsien diminue la synthese d’aldostérone et
facilite 'augmentation de la kaliémfé. De plus, les inhibiteurs de la calcineurine irnibla
sécrétion de rénine et induisent une résistanceldinb a I'aldostérone, majorant alors le
risque d’hyperkaliémie®®. Cependant I'hyperkaliémie n'est retrouvée quezch@% des
patients transplantés rénaux. Cette faible précaler’explique probablement par la
prescription concomitante de médicaments kaliunétg tels les diurétiques de lI'anse qui
participent au maintien d’'une kaliémie normale.

A l'opposé, I'hypokaliémie est également fréequechez les sujets transplantés rénaux. Ses
mécanismes sont multiples et possiblement assauiis, il s’agit le plus souvent de pertes
urinaires excessives liées a des diurétiques. Maura, le dysfonctionnement tubulaire
proximal est souvent associé a une fuite urinagreatlium, responsable d’une stimulation du
systeme rénine-angiotensine et donc d’'une excréempotassium par le canal ROMK des
cellules principales du canal collecteur. Enfinptascription de corticoides, ou les diarrhées

sont d'importants pourvoyeurs d’hypokaliémie dastecpopulation.
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4.6.3. ANOMALIES DE LA REGULATION ACIDO-BASIQUE

L’acidose tubulaire est définie comme une acidog&bolique a trou anionique plasmatique
normal, hyperchlorémique, et a trou anionique umnaugmenté. En transplantation rénale,
les plus fréquentes semblent étre les acidoseslaitdri proximales, par défaut de
réabsorption des bicarbonates filtrés par le gloieérs’intégrants a un dysfonctionnement
tubulaire proximal plus ou moins compf&t®. Il existe également des acidoses tubulaires
distales hyperkaliémiques secondaires aux inhitstele la calcineurine, en raison de leur
effet d’hyporéninisme-hypoaldostéronisme.

4.6.4. ANOMALIES PHOSPHO-CALCIQUES

Les anomalies phospho-calciques sont presque tsuj@irouvées en post-transplantation
rénale. Certaines sont transitoires, mais d’aubrgsune évolution chronique. Quatre-vingt
dix pourcents des patients greffés rénaux ont dicidén vitamine 1,25-(OH)D3 . Ceci

est dO en particulier a 'augmentation des cone#iotrs plasmatiques de FGF23 lors de
'IRC. Cette hormone inhibe la d-hydroxylase présente dans les cellules tubulaires
proximales et diminue donc la transformation deitamine 25-OH-D3 (vitamine D native)
en vitamine 1,25-(OH)D3 (vitamine D active). Cela provoque dhune hypoeaie par
défaut d’absorption digestive, responsable d’unengarathyroidisme secondaire, et s’associe
a une baisse de la minéralisation osseuse et aaugeentation du risque de fractures.
L’hypocalcémie a plusieurs autres causes possibame I'utilisation des diurétiques de
'anse ou linhibition du canal TRPV5 au pdle apickes cellules du TCD et du canal
connecteur, provoquée par les inhibiteurs de laircalirine.

L’hypophosphatémie est fréequente dans la périod@len de la transplantation rénale et
connue de longue daf& Elle favorise aussi la déminéralisation ossetidesefractures’ et

se corrige progressivement dans la plupart depaasdevenir normale en un an envifén

Au cours de I'IRC, la réduction néphronique proveame élévation de la phosphatémie suite
a une diminution des capacités d’excrétion urindirgphosphate. En réponse, la synthése de
FGF23 augmente afin de majorer la phosphaturies tasque I'IRC atteint le stade 5, cette
adaptation devient insuffisante et le phosphatsnpddique s’accumule. La transplantation
rénale entraine une chute rapide de la phosphatégmnéralement asymptomatique. Ceci est
lié & plusieurs mécanism&s: d’abord, la récupération d’'un DFG correct perii@imination

urinaire d’une quantité plus importante de phosphahsuite, I'ischémie-reperfusion entraine
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une sidération du TCP diminuant initialement cepac#és de réabsorption. De plus,
'hyperparathyroidie secondaire de I'IRC peut peeduplusieurs mois et entretenir
’hypophosphatémie. Enfin, la concentration plasqmet de FGF23 reste élevée aprés la
greffe rénale. Si la phosphatémie se normaliserpssgzement dans la plupart des cas, a
distance de lischémie-reperfusion et avec la cbiwe de I'hyperparathyroidie secondaire,
certains patients présentent une hypophosphatérsesfante. Chez ces derniers, il a été noté
un TmPO4/DFG diminué, signant un défaut de réabsorptiomlaite proximale. Ceci peut
étre secondaire, soit & une augmentation prolodgéa concentration de FGF23, soit a un
dysfonctionnement tubulaire proximal. Il semble ¢rIEGF23 peut rester élevé jusqu’a un an
apres la greffe en rapport avec une sécrétion antizée par les ostéocytes et les ostéoblastes

responsables d’'un tableau d’hyperphosphatonisme.

4.6.5. ANOMALIES DE LA MAGNESEMIE

L’hypomagnésémie est retrouvée chez 40% des patieantsplantés rénaux. Elle est liée a
une perte urinaire de magnésium et donc a un dd&auoeabsorption tubulaire. La principale
cause semble étre les inhibiteurs de la calcineugui, tout comme I'acidose, inhibent

I'expression apicale du canal TRPM6 dans le T€D

4.6.6. PERTURBATIONS DES TRANSPORTEURS DES XENOBIQUES

Dans les cellules tubulaires proximales, certaiaasporteurs appartenant a la superfamille
ABC interagissent avec les IS, en particulier lgpPqui participe a I'élimination urinaire des
inhibiteurs de la calcineurine et du Sirolimus. Witro, son inhibition provoque une
accumulation intra-cellulaire de CsA Par ailleurs, chez les patients transplantésuséna
ayant une faible expression de P-gp, il est obsenecaugmentation du risque de développer
une atteinte tubulairé?. Le Sirolimus est aussi capable d'inhiber ce fan®ur et
potentialise alors la néphrotoxicité de la C8AUne part de la toxicité rénale des IS est donc

conditionnée par la capacité de la P-gp a assemeefflux.
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4.7. LES ATTEINTES ENTEROCYTAIRES DES IMMUNOSUPPREBURS

En transplantation rénale, la diarrhée est actmelie la plus fréquente des complications
digestives. Ses deux principales causes sontfiedtions et les effets indésirables de certains
1S .

L’incidence exacte de la diarrhée est difficilevaléer et dépend des traitements IS utilisés.
Si la plupart des IS peuvent provoquer une diasriiéeTac et le MMF sont les plus
frequemment impliqués et ont été les plus étudiés. données de la littérature sont tres
hétérogénes et rapportent globalement des incidemagant entre 13% et 38% chez les
patients traités par CsA et MMF et entre 29% et 64z ceux traités par Tac et MMF®.

Le mécanisme précis de la diarrhée sous MMF esnimg, mais dans pres de 40% des cas,
aucune infection n’est retrouvée, ce qui laiss@atter une toxicité digestive propre de I'lS.
Cette diarrhée est responsable de larrét du mnaite dans 20% a 30% des cas.
Histologiquement, il est décrit des atrophies gillaires duodénales (ressemblant & la maladie
ceeliaquef’ *® et des entérocolites érosivEsLa relation causale entre ces lésions et le MMF
reste incertaine, mais un de ses meétabolites,-VWWRAG pourrait étre le facteur toxique
responsable. Les concentrations plasmatiques deMRAG ne sont pas corrélées a la
diarrhée'® mais il semble que ce soit I'exposition localk daroi intestinale qui provoque
les lésions retrouvées sur certaines biopsiestimédss. Par ailleurs, cette exposition est plus
prononcée en cas d’association au Tac qu'a la C&Xxplication en serait I'inhibition du
géne MRP2 par la CsA ce qui diminuerait le cyclgenrhépatique du MPA et I'exposition
intestinale a ce compos¥.

Récemment, des études pharmacogénétiques se spsdees a l'influence sur la diarrhée
du polymorphisme des genes codant pour les enzymasenant dans le métabolisme du
MMF. La présence du variant allelique UGT 1A8*2,ntid'expression est exclusivement
intestinale, diminue de 50% la clairance in vitm® IBAc-MPAG %% et apparait protecteur
contre la diarrhée sous MM£2 Ceci n’est pas retrouvé pour 'UGT 2B7, dontdedlisation

est uniguement hépatique.

4.8. LA DIARRHEE NON INFECTIEUSE COMME POSSIBLE TEMN DE
DYSFONCTIONNEMENT TUBULAIRE PROXIMAL

Chez les patients transplantés rénaux, la diambéenfectieuse doit étre considérée jusqu’a

preuve du contraire comme un effet indésirable BsComme précédemment décrit,
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entérocyte et cellule tubulaire proximale présentere grande proximité morphologique et
fonctionnelle. De plus, les modifications phénotyms des cellules tubulaires proximales
provoguées par certains IS, comme la CsA, laiggemger qu’ils pourraient étre en eux méme
d’authentiques tubulotoxiques. Les IS pourraiennhad@tre responsables d’une toxicité
intestinale et tubulaire conjointe. En ce sens, diarrhée non infectieuse signerait
indirectement un dysfonctionnement tubulaire prating compris au stade infra-clinique.
Tous ces éléments conduisent a proposer une analysalétaillée des fonctions tubulaires
proximales au cours de la transplantation rénaéerethercher son association clinique avec
des tableaux d’atteintes entérocytaires. Ce traleathése avait pour objectif d’effectuer, par
une coupe transversale, une cartographie destatidirbulaires proximales et entérocytaires
d'une population de patients greffés rénaux, ex@oau-dela de la premiére année de

transplantation.
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PATIENTS ET METHODES

1. SCHEMA DE L’ETUDE

L'étude DYSTUB (code 112 005) est un protocole aeherche non interventionnelle,
enregistré en mars 2012, aprés autorisations dut€abhithique et du Conseil Scientifique
Médical du CHU de Limoges. Il s’agit d'un essai ebstionnel, transversal et mono-

centrique.

2. CRITERES D'ELIGIBILITE DES PATIENTS

X/
°e

Les critéres d’inclusion étaient les suivants :

- Age > 18 ans.
- Sujet transplanté rénal suivi au CHU de Limoges.
- DFG estimé par la formule MDRD > 15 mL/min/1,73m2.

- Sujet acceptant de participer a I'étude.

%+ Les criteres de non inclusion étaient les suivants

- Toute pathologie physique ou psychigue pouvantférer avec la réalisation normale
de I'étude.

- Greffe datant de moins de un an.

3. OBJECTIFS ET CRITERES D’EVALUATION DE L'ETUDE

3.1. OBJECTIF ET CRITERE D’EVALUATION PRINCIPAUX

L’objectif principal de I'étude était d’estimer [arévalence de dysfonctionnement tubulaire

proximal chez des patients greffés rénaux, globafgmuis par sous-groupe selon le délai
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post-greffe : entre 1 ans et 5 ans, 5 ans et 10etreu-dela de 10 ans. Le critere principal

d’évaluation était la valeur du ratio CCU/créatimie exprimé en pg/mmol et la valeur

absolue de la CCU en pg/L. Un ratio > 20 pg/mmolue¢ CCU > 100 ug/L étaient

considérés comme un signe de dysfonctionnemenlaivdyroximal.

3.2. OBJECTIFS ET CRITERES D’EVALUATION SECONDAIRES

% Les objectifs et criteres d'évaluation secondadtasent les suivants :

1)

2)

3)

Evaluer l'association entre un dysfonctionnemeitutaire proximal, déterminé
par la valeur du ratio CCU/créatininurie et la wvalebsolue de CCU, et la
présence des quatre autres signes sanguins eiresirde dysfonctionnement

tubulaire les plus fréquents :

= Présence d'une protéinurie tubulaire, définie par RCR > 300 mg/g,
composée d’au moins 50 % d’albuminurie, ou d’gakl > 0,37 mg/L, et

= Présence d'une acidose métabolique, définie par hicerbonatémie < 18
mmol/L, et

= Diminution du TMPO#%/DFGe < 0,8 mmol/L, et

= Augmentation de I'EF de I'acide urique > 10%.

Evaluer l'association entre un dysfonctionnemeitutaire proximal, déterminé
par la valeur du ratio CCU/créatininurie et la waleabsolue de CCU, et la
présence d'un des quatre autres signes biologigaaguins ou urinaires de

dysfonctionnement tubulaire :

= Protéinurie tubulaire ou,

= Acidose métabolique ou,

= Diminution du TmPO%/DFGe ou,

= Augmentation de I'EF de I'acide urique.

Evaluer I'association entre un dysfonctionnemetutaire proximal, déterminé
par la valeur du ratio CCU/créatininurie et la valabsolue de CCU, et I'existence

de signes de toxicité digestive des IS. Ceux-degtainsi définis : perte de poids
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> 10% en 6 mois, secondaires a une diarrhée débiaieplus de 3 selles non
moulées par jour, non infectieuse (pas de fiévas, e leucocytose > 10 000/rhm
et pas de CRP > 5 mg/L), et sans argument clingpe une cause autre que

iatrogene.

4) Evaluer l'association entre la présence d’'un dysionnement tubulaire proximal

avéré et :

= Les différentes combinaisons de traitements I3MME-CsA », « MMF-Tac »
et « MMF-inhibiteurs de la m-TOR ».

= Les caractéristiques du greffon et de la greffge @ donneur par décennie et
durée d’ischémie froide.

= Les traitements néphrotoxiques (autres que lesd8romitants, administrés
pendant une durée d'au moins 24 heures (antiviradgirimoxazole,

Azétazolamide, aminoside...).

4. RECRUTEMENT DES PATIENTS

L’étude a été proposée a I'ensemble des patieatsptantés rénaux suivis au CHU de
Limoges. Les sujets répondant aux criteres d’incluont été recrutés entre avril 2012 et
avril 2013 lors de leur bilan annuel, en hospitdi@ de jour. Aprés une information délivrée
oralement par I'investigateur principal et remise @crit, les patients volontaires ont signé un
formulaire de non-opposition a Il'utilisation de tewonnées cliniques et biologiques. Ceux
n'ayant pas voulu participer a la recherche ontnétés dans un registre des refus (initiales,

sexe, date de naissance, date de greffe et causéudy

5. COLLECTION D'ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

En plus du bilan annuel habituel, les patientsusiabnt eu deux prélevements de 10 ml
d’'urine fraiches destinés au dosage de la CCUuekeaurothéque, et un prélevement de 10 ml
de sang en vue d'un dosage ultérieur du FGF23.hBogote et plasmatheque ont été
conservées a -80°C dans une collection biologigeadée (ARS DC-2008-604), dans le
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service de Pharmacologie-Toxicologie dirigé pdPiefesseur Marquet, sous la responsabilité

du Docteur Saint-Marcoux.

6. DOSAGE DE LA CYSTATINE C URINAIRE

Le dosage de la CCU a été développé dans le cadrettk étude au CHU de Limoges par le
Docteur Saint-Marcoux dans le service de Pharmgesiboxicologie. Il a été réalisé par
méthode immunoturbidimétrique (agglutination en iewil liquide de particule de latex
recouvert d’anticorps polyclonaux dirigés contreQ&U), avec un kit Abbott®, sur un
appareil Architect®.

7. RECUEIL DES DONNEES

Pour chaque patient, un investigateur unique agéodit anonymisées les données cliniques et
biologiques (issues des logiciels Medware® et O@h®) dans un cahier d’observation
papier propre a chaque patient. Puis, les donnéesté saisies sur une fiche informatisée,
avec le logiciel Excel®, sur un poste unique, s&éupar un mot de passe. La base de
données a été relue par une Attachée de Recheliciigu€ du service de Néphrologie, puis
transférée au Centre d’Epidémiologie, de Biosiatist et de Méthodologie de la Recherche

(CEBIMER) pour y étre contrdlée, gelée et analysée.

8. ANALYSES STATISTIQUES

Les analyses statistiques ont été effectuées f@RERIMER, par Mme Anais Labrunie, sous
la direction du Professeur Preux, au moyen du ielglBAS Entreprise Guide® V5.1 (SAS
Institute, Cary, USA). Elles ont été conduites e¢spntées selon les recommandations

STROBE avec un degré de signification statistigue & 0,05.

8.1. DETERMINATION DE LA TAILLE DE L'ECHANTILLON

Le nombre de patients nécessaire a I'étude a deEnai@éé a priori, d’aprés le nombre de

patients transplantés rénaux ayant eu un bilanedrenu2011. Celui-ci était de 350. Dans le
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cadre du suivi annuel, I'adhésion des patient®lestee et le taux de refus envisagé était de
15% maximum. En I'absence d’estimation préciseadprévalence des dysfonctionnements
tubulaires proximaux chez les sujets greffés rénaeix considérant les similitudes
morphologiques et fonctionnelles entre entérocytecule tubulaire proximale, nous avons
réalisé une évaluation indirecte de la proporti@n pditient atteint de dysfonctionnement
tubulaire proximal & partir de la proportion de igatts présentant des diarrhées non
infectieuses. La prévalence des diarrhées nontiafeses, liees aux IS, étant tres variable,
nous avons choisi la limite inférieure de 20% al@ ne pas surestimer la fréquence des
dysfonctionnements tubulaires proximaux. L’effeatdmpatible avec une précision de la
proportion des dysfonctionnements tubulaires preximmde 4,5% pour une prévalence de
20% a été calculé a 300 patients.

8.2. PLAN STATISTIQUE

L’analyse descriptive comportait la moyenne, I'édgpe, la médiane et lintervalle
interquartile pour les variables quantitatives,saique I'effectif et le pourcentage pour les
variables qualitatives.

Pour I'analyse principale, la prévalence a été odage en pourcentage avec un intervalle de
confiance a 95% obtenu par la méthode exacte.

L’analyse de l'objectif secondaire n°1 a été préawec un test dy2 ou un test exact de
Fisher selon les conditions d’application du teskd

Concernant I'analyse de I'objectif secondaire H@ssociation a été testée, dans un premier
temps, par une régression logistique univariées,pilans un second temps, multivariée, en
incluant uniquement les signes ayant un p-valug2<efl univariée. La variable réponse était
la présence ou lI'absence de dysfonctionnementdirbytroximal et les variables explicatives
étaient 'absence ou la présence de chacun deignes biologiques les plus fréequemment
retrouvés dans ce contexte. Une sélection de \esigias a pas descendante a ensuite été
utilisée et les confusions et interactions ontrétherchées afin d’établir le modele multivarié
final.

Pour I'analyse de I'objectif secondaire n°3, I'agation a été testée par un testydet une

régression logistique binaire univariée.
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Pour I'analyse de I'objectif secondaire n°4, I'agation a été testée, dans un premier temps,
par une régression logistique binaire univariéds,pdans un second temps, multivariée,

incluant les variables ayant une p-value < 0,2rénaviée.
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RESULTATS

1. DIAGRAMME DE FLUX

Lafigure 17 représente le diagramme de flux de I'étude DYB.TAuU total, 356 patients ont
été inclus. Vingt et un patients ont été secondeareg exclus pour différentes déviations au

protocole. La population d’analyse était donc cibuée de 335 patients.

Patients éligibles
(n =356

/Exclus (n = 4, raison : DFGe [MDRD\]
< 15 mL/min/1,73m?)

Absence de critére d’'inclusion(n = 1,
raison : pas de greffe rénale)

Refus de participation(n = 4)

Autre raison (n = 2, raison : méme

Q)atien) j
V

Ratio CCU/créatininurie non calculable (n = 10)

- CCU mangquante (n = 2)
- Créatininurie manquante (n = 1)
- CCU et créatininurie manquantes (n = 7)

|

Patients analysés (n = 335)

Figure 17 : Diagramme de flux de I'étude DYSTUB.
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2. DESCRIPTION CLINIQUE DE LA POPULATION

Les caractéristiques cliniques de la populatiort déteillées dans tableau 1 Parmi les 335
patients étudiés, 217 (64,8%) étaient des homnis,(35,2%) des femmes, avec un age
moyen de 57,8 ans (20,0-84,4 ans). Outre lestnait¢s IS, 35 patients (10,5%) recevaient de
fagcon concomitante des médicaments potentiellerh@nilotoxiques : pour 4 (1,2%) du
Valganciclovir, pour 28 (8,4%) du Cotrimoxazole pur 3 (0,9%) des anti-rétroviraux.

Aucun patient ne recevait d’'aminoside

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques de la population.

Caractéristique Variable N =335
Socio- Age 57.8 (20.0- 84.4)
démographique Hommes / Femmes 217 (64.8%)/118 (35.2%)
IMC 25.5 (8.8-45.7)
PAS 142.3 (92.0-205.0)
Clinique
PAD 79.5 (42.0-121.0)
Diarrhée 32.0 (9.8%)
Age du donneur 45.4 (12.0- 81.0)
Greffe Temps d'ischémie froide (min)  1054.9 (42.0-2248.0)
Temps d'ischémie froide (heures)17.6 (0.7-37.5)
Corticostéroides 101 (30.2%)
CsA 173 (51.6%)
Tac (Prograf/Advagraf) 123 (36.8%)/15(4.5%)
AZA 11 (3.3%)
'S MMF 238 (71.0%)
MPS 25 (7.5%)
Sirolimus 16 (4.8%)
Everolimus 9 (2.7%)

3. DESCRIPTION BIOLOGIQUE DE LA POPULATION

Les caractéristiques biologiques de la populationt slétaillées dans leableau 2 Les
principaux signes évocateurs de dysfonctionnemanitlaire proximal étaient une tendance a

'acidose métabolique, avec une bicarbonatémie muogele 22 mmol/L (14,1-30,6 mmol/L),
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unef2M moyenne de 3,4 mg/L (0,1-75,1 mg/L), un TmPM¥FGe moyen de 0,8 mmol/L
(0,2-1,6 mmol/L), a la limite inférieure de la nal®, une CCU moyenne de 281,1 ug/L
(50,0-8 500,0 pg/L) et un ratio CCU/créatininurioyan de 106,9 pg/mmol (3,4-3 281,8
pg/mmol). Quatre-vingt-sept pourcent des patieagseat une PTH normale et 74% avaient
un déficit en vitamine 25-OH-D3.

Tableau 2 : Caractéristiques biologiques de la population.

Dosage Variable Médiane Moyenne Extrémes
Créatinine plasmatique (umol/L) 130.0 142.9 56.0-357.0
DFGe [MDRD] (mL/min/1,73m2)  46.2 48.5 15.3-115.2
Kaliémie (mmol/L) 4.2 4.2 2.7-6.0
Bicarbonatémie (mmol/L) 22.0 22.0 14.1-30.6
Phosphatémie (mmol/L) 1.0 1.0 0.5-1.9

_ Uricémie (umol/L) 433.9 433.9 137.0-760.0

Sanguin Glycémie (mmol/L) 53 5.6 3.7-17.6
PTH (ng/mL) 57.2 74.9 4.3-659.0
Vitamine 25-OH-D3 (pg/mL) 23.1 24.8 4.8-69.7
Vitamine 1,25-(OH)-D3 (pg/mL) 50.4 50.0 8.3-191.0
CRP (mg/L) 2.0 5.6 1.0-272.0
Leucocytes (/mmj) 6180.0 6504.3 6490.0-22080.0
PCR (mg/g) 138.3 294.0 35.0-6077.0
Albuminurie (mg/L) 26.5 97.6 3.0-2916.0

Urinaire B2M (mg/L) 0.4 3.4 0.1-75.1
Glycosurie (mmol/L) 0.2 2.1 0.1-133.1
CCU (ugl/L) 60.0 281.1 50.0-8500.0
CCUl/créatininurie (ug/mmol) 23.6 106.9 3.4-3281.8

Sanguin et urinaire EF de I'acide urique (%) 5.9 7.7 0.8-51.4
TmPO4%IDFGe (mmol/L) 0.7 0.8 0.2-1.6

4. PREVALENCE DES DYSFONCTIONNEMENTS TUBULAIRES
PROXIMAUX

Un dysfonctionnement tubulaire proximal, défini plr ratio CCU/créatininurie > 20

pg/mmol, était présent chez 53,7% des patients.e@mt, lorsqu’était utilisé le ratio
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CCU/créatininurie > 20 pg/mmol et une valeur absotie la CCU > 100 pg/L, cette
prévalence n’était que de 22,7% et diminuait dadis¢ de la date de greffe rénale, passant de
29,3% entre 1 et 5 ans, a 15,0% au-dela de 1O(tabseau 3) Cette définition du
dysfonctionnement tubulaire proximal associantdgor CCU/créatininurie a la CCU a été

retenue pour la suite des analyses.

Tableau 3 :Prévalence de dysfonctionnement tubulaire prox{i@P) au cours du temps.

Délai post-greffe Fréquence de DTP Pourcentage derb
]1-5 ans] 34/116 29.3
15-10 ans] 27/92 22.7
> 10 ans 15/85 15.0

5. ANALYSES SECONDAIRES

5.1. ASSOCIATION ENTRE DYSFONCTIONNEMENT TUBULAIRE
PROXIMAL ET LES QUATRE ANOMALIES BIOLOGIQUES LES PUS
FREQUEMMENT RETROUVEES DANS CE CONTEXTE

Dans cette cohorte, aucun patient ne présentaitltsinément une protéinurie tubulaire, une
acidose métabolique, une diminution du TmP¥FGe, une augmentation de I'EF de 'acide

urique et un dysfonctionnement tubulaire proximal.

5.2. ASSOCIATION ENTRE DYSFONCTIONNEMENT TUBULAIRE
PROXIMAL ET CHACUNE DES QUATRE ANOMALIES BIOLOGIQUB LES
PLUS FREQUEMMENT RETROUVEES DANS CE CONTEXTE

Parmi les 74 patients présentant un dysfonctionnemsbulaire proximal, 27 (64%) avaient
une protéinurie tubulaire, 10 une acidose métabeli(B7%), 49 (25%) une diminution du
TmPO4/DFGe et 30 (44%) une augmentation de I'EF de dlacurique. En analyse

univariée, la protéinurie tubulaire et 'EF de [@de urique > 10% étaient associées

significativement a un dysfonctionnement tubulg@ireximal (p < 0,0001jtableau 4)
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Tableau 4 : Association entre dysfonctionnement tubulaire pradi protéinurie tubulaire,

acidose métabolique, TMPOMFGe et EF de I'acide urique (analyse univariée).

Variable N ¥2 p-value
Protéinurie tubulaire 27174 (64%) 42.9420 < 0.0001
Acidose métabolique 10/74 (37%) 2.7066 0.0999
TmPO4?/DFGe < 0,8 mmol/L 49/74 (25%) 0.2378 0.6258
EF de I'acide urique > 10%  30/74 (44%) 19.1241 < 0.0001

En analyse multivariée, ces deux parametres restaignificativement associés a un

dysfonctionnement tubulaire proxim@bleau 5)

Tableau 5 : Association entre dysfonctionnement tubulaire prat, protéinurie tubulaire et
EF de I'acide urique (analyse multivariée).

Variables Odds Ratio IC 95%
Protéinurie tubulaire 7.359 3.564 15.197
EF de I'acide urique > 10% 2.954 1.581 5.522

5.3. ASSOCIATION ENTRE DYSFONCTIONNEMENT TUBULAIRE
PROXIMAL ET TROUBLES DIGESTIFS

Dans cette cohorte, aucun patient ne présentaisifgees d’intolérance digestive aux IS

définis a priori.

5.4. AUTRES VARIABLES SUSCEPTIBLES D’INFLUENCER LE
DYSFONCTIONNEMENT TUBULAIRE PROXIMAL

5.4.1. MMUNOSUPPRESSION

Le tableau 6 contient la description des différentes combinagsd’lS chez les patients
présentant un dysfonctionnement tubulaire proxirRatmi les 107 patients traités par la

combinaison d'IS « MMF-CsA », 15 (14,0%) avaient dgsfonctionnement tubulaire
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proximal. Par ailleurs, 25 des 103 patients trapieas « MMF-Tac » (24,3%) et 7 des 20
patients traités « MMF-inhibiteurs de la m-TOR »5,B%) avaient également une
perturbation tubulaire proximale. Enfin, parmi |€8l patients traités par d'« autres
combinaisons d’IS »tdbleau 7) 28 avaient un dysfonctionnement tubulaire proxima
(29,8%). Le traitement le plus représenté dan® aettégorie était la CsA en monothérapie,
utilisée chez 41 patients et s’associant a 12 28s3%) de dysfonctionnement tubulaire

proximal.

Tableau 6 : Description du dysfonctionnement tubulaire proXir@@TP) en fonction des

différentes combinaisons d'immunosuppresseurs.

Combinaison d’lS N DTP
MMF-CsA 107 15 (14.0%)
MMF-Tac 103 25 (24.3%)
MMPF-inhibiteurs de la m-TOR 20 7 (35.0%)
Autres combinaisons d'IS 94 28 (29.8%)
Total 324 75 (23.2%)

Tableau 7 : Description des autres combinaisons d'immunosiggeas en fonction du

dysfonctionnement tubulaire proximal (DTP).

Autre combinaison d'IS N DTP

MMF 1 0 (0.0%)
Advagraf ou Prograf 17 6 (35.3%)
Advagraf ou Prograf + MPS 9 4 (44.4%)
Advagraf ou Prograf + AZA 4 1 (25.0%)
CsA 41 12 (29.3%)
CsA + MPS 12 2 (16.7%)
CsA + AZA 6 1 (16.7%)
Inhibiteurs de la m-TOR + MPS 2 2 (100.0%)
Inhibiteurs de la m-TOR + AZA 1 0 (0.0%)
Inhibiteurs de la m-TOR + Prograf 1 0 (0.0%)
Total 94 28 (29.8%)

L’analyse multivariée retrouvait un risque plus orant de dysfonctionnement tubulaire
proximal avec la combinaison « MMF-Tac » qu’avedVIMF-CsA ». Par ailleurs, la
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combinaison « MMF-inhibiteurs de la m-TOR » étass@ciée a un plus grand risque de
dysfonctionnement tubulaire proximal que le coupl®IMF-CsA ». Enfin, les patients qui
avaient d’ « autres combinaisons d’'IS » avaiens @le risque d’avoir un dysfonctionnement

tubulaire proximal que ceux traités par « MMF-Csfableau 8)

Tableau 8 : Associations significatives entre dysfonctionnetrtabulaire proximal (DTP) et

combinaisons d'immunosuppresseurs.

Combinaison d'IS Odds Ratio IC 95%

MMF + Tac vs MMF + CsA 1.966 0.969 3.989
MMF + inhibiteurs de la m-TOR vs MMF + CsA 3.303 1.134 9.616
Autres combinaisons d’lS vs MMF + CsA 2.602 1.289 5.252

En revanche, il n'a pas été retrouvé d’associagatre I'exposition aux IS, évaluée par

'AUC, et le dysfonctionnement tubulaire proximal.

5.4.2. AUTRES PARAMETRES

Il existait une association statistiquement sigaiive entre le dysfonctionnement tubulaire
proximal et 'dge du donneur par décennie (p <22)1lle DFGe [MDRD] (p < 0,0001) et la
prise de médicaments néphrotoxiques autres quelSegp = 0,0107) t@bleau 9.
L’association entre dysfonctionnement tubulairexpral et temps d’ischémie froide n’était
pas significative (p = 0,9980). Les patients quaiaat une CRP > 5 mg/L étaient
significativement plus nombreux dans le groupeayait une CCU < 100 pg/L (80,5%), que
dans celui qui avait une CCU > 100 pg/L (62,6%%F (20008). Leableau 10détaille les OR
pour 'age du donneur par décennie, le DFGe [MDR#] la prise de traitements

néphrotoxiques autres que les IS.
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Tableau 9 : Association entre dysfonctionnement tubulaire pradiet age du donneur par
décennie, temps d’ischémie froide, DFGe [MDRD], m&poxiques autres que les

immunosuppresseurs et CRP (analyse univariée).

Variable 12 p-value
Age du donneur par décennie 6.2881 <0.0122
Temps d’ischémie froide 0 0.9980
DFGe [MDRD] 28.8509 < 0.0001
Néphrotoxiques autres que les IS 6.5121 0.0107
CRP > 5 mg/L 11.3506 0.0008

Tableau 10 :Odds Ratio entre dysfonctionnement tubulaire prakiet age du donneur par

décennie, DFGe [MDRD] et néphrotoxiques autreslgsi@nmunosuppresseurs.

Variables Odds Ratio IC 95%

Age du donneur par décennie 1.363 1.07 1.74
DFGe [MDRD] ]30 ; 45] vs [15 ; 30] 0.363 0.144 0.92
DFGe [MDRD] 145 ; 60] vs [15 ; 30] 0.142 0.052 0.387
DFGe [MDRD] 160 ; +] vs [15 ; 30] 0.058 0.015 0.223
Néphrotoxiques autres que les IS 3.614 1.347 9.693

La prévalence de dysfonctionnement tubulaire prakiaugmentait avec lI'aggravation de
I'RC (tableau 11) Ainsi elle passait de 5,2% chez les patients tayaiDFGe [MDRD] > 60
mL/min/1,73m2, a 48,5% chez ceux ayant un DFGe [NMMPRompris entre 15 et 30
mL/min/1,73m3.

Tableau 11 :Association entre prévalence de dysfonctionnermdntlaire proximal (DTP) et
DFGe [MDRD].

DFGe [MDRD] N Prévalence de DTP
160 ; +] 58 3 (5.2%)

145 ; 60] 68 8 (11.8%)

130 ; 45] 51 13 (25.5%)

[15 ; 30] 33 16 (48.5%)

Total 210 40 (19.0%)
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5.4.3. ANALYSE MULTIVARIEE FINALE

Apres une sélection de variables pas a pas destenda modeéle final comportait comme
variables explicatives : les combinaisons d’ISg&&u donneur par décennie et la fonction
rénale catégorisée selon le DFGe [MDR{bleau 12) Dans cette analyse multivariée,
'association entre dysfonctionnement tubulairexpr@al et médicaments néphrotoxiques
autres que les IS n’était plus statistiquementiogiive (p = 0,1342) et n’a pas été prise en
compte dans le modele définitif.

Ainsi, ajusté sur I'age du donneur par décennisuetle DFGe [MDRD], les patients qui
avaient la combinaison « MMF-inhibiteurs de la mR'® avaient plus de risque d’avoir un
dysfonctionnement tubulaire proximal que ceux akecombinaison « MMF-CsA » (OR =
6,4, IC 95% : [1,8; 23,0]). De méme, les sujets ayaient une combinaison « MMF-Tac »
avaient plus de risque d’avoir un dysfonctionnemabtilaire proximal que ceux traités par
« MMF-CsA » (OR = 3,0, IC 95% : [1,3 ; 6,8]).

Ajusté sur la combinaison d’'IS et sur le DFGe [MORDaugmentation d’'une dizaine
d’année de l'dge du donneur majorait le risque ailawun dysfonctionnement tubulaire
proximal (OR =1,3, IC 95% : [1,0; 1,6]).

Ajusté sur les combinaisons d’'IS et sur I'age dardkur, les patients qui avaient un DFGe
[MDRD] entre ]30; 45] mL/min/1,73m2 avaient moinsle risque d’avoir un
dysfonctionnement tubulaire proximal que ceux quaient un DFGe [MDRD]< 30
mL/min/1,73m2 (OR = 0,3, IC 95% : [0,1 ; 0,6]).

Tableau 12 :Analyse multivariée finale.

Variable Odds Ratio IC 95%

MMF + Tac vs MMF + CsA 2.981 1.312 6.773
MMF + inhibiteurs de la m-TOR vs MMF + CsA 6.433 1.797 23.03
Autres combinaisons d’lS vs MMF + CsA 1.944 0.874 4.326
Age du donneur par décennie 1.283 1.039 1.586
DFGe [MDRD] ]30 ; 45] vs [15 ; 30] 0.278 0.132 0.583
DFGe [MDRD] 45 ; 60] vs [15 ; 30] 0.09 0.038 0.217
DFGe [MDRD] 60 ; +] vs [15 ; 30] 0.038 0.011 0.13
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DISCUSSION

L’étude DYSTUB est, a notre connaissance, le premimvail analysant les

dysfonctionnements tubulaires proximaux au coura densplantation rénale.

Cette cohorte constitue une bonne description cdibiologique des patients transplantés
rénaux suivis au CHU de Limoges. L’age moyen d¢stsgreffés rénaux (57,8 ans) est plus
élevé que la moyenne francaise (53,6 ans) et eeftés probablement la moyenne d’age
élevée de la population limousine. La prévalencgrdéfe rénale est 1,8 fois plus élevée chez
les hommes que chez les femmes, similaire a ceuibservé au plan national, ou le rapport
hommes/femmes varie de 1,4 & 2,2 en fonction dgsng*®. Cette différence s’explique par
la fréquence plus élevée du diabete et de I'HTAzcles hommes, responsables d'une
prévalence d'IRC «terminale » 1,6 fois plus impate que les chez les femmes. L'age
moyen du donneur (45,4 ans) est plus faible quedgenne nationale (54 ans), correspondant
a une sélection importante des greffons lors depésiode initiale de l'activité de
transplantation rénale du service. La durée moydliisehémie froide (17,6 heures) est
similaire a la moyenne francaise (17,5 heures)cgpendant exclue les donneurs vivants. La
pression artérielle moyenne (142,3/79,5 mmHg), mésyar méthode oscillométrique est
supérieure aux valeurs recommandées pour la népecpon (inférieures a 130/80 mmHg).
Le PCR moyen (294,0 mg/g) est satisfaisant, mais-tjuarts des sujets ont un déficit en
vitamine 25-OH-D3, probablement lié a une suppléat@n insuffisante, car I'habitude
d’'une large prescription de cholécalciférol estagacrécente au sein de I'équipe. Au plan
thérapeutique, seul un tiers des patients esetpat corticostéroides a un an de la greffe
rénale. Cette stratégie d’épargne cortisonique meaé le service est conforme aux résultats
d'une méta-analyse récent®® qui montrent que larrét des corticostéroidesenbi
gu’augmentant le risque de rejet aigu sans impactassurvie du greffon, améliore le profil
cardio-vasculaire. Cette attitude est particulie@etradaptée aux sujets transplantés rénaux les
plus ageés, qui sont tres sensibles aux nhombreaisaffdésirables de ces médicaments. Parmi
les patients traités par un inhibiteur de la c&oiime, la CsA reste majoritaire (51,6%), bien
gue les modalités de prescription aient été maatifiées derniéres années avec l'utilisation
préférentielle de Tac, du fait de son plus forty@uimmunosuppressedf®. La proportion

des autres IS est globalement similaire a cellead&®s centres de transplantation rénale.
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Concernant la prévalence des dysfonctionnementsaines proximaux, elle varie en fonction
du critére biologique d’évaluation. Elle est de788,en utilisant le ratio CCU/créatininurie
seul, et diminue a 22,7% en associant ce ratio \alleur absolue de CCU. Cette derniére
prévalence semble plus proche de la réalité. Eet,efn cas d’IRC, I'excrétion de
créatininurie diminue et ce qui augmente le rat©Ulréatininurie, sans que celui-ci ne
traduise alors une perturbation tubulaire. L'ajdetta CCU permet de limiter cette interaction
avec I'élimination urinaire de créatinine et affinmsi le diagnostic de dysfonctionnement

tubulaire proximal.

Les dysfonctionnements tubulaires proximaux pokeptobleme de leur définition, qui n’est
pas consensuelle. Dans leur forme compléte, ilecass une acidose tubulaire proximale
hypokaliémique, une augmentation de I'EF de l'adideue, une diminution du TmPO42-
IDFG, une protéinurie de bas poids moléculaire,am@o-acidurie et une glycosurie normo-
glycémique. Il s'agit alors d’'une véritable tubuddipie proximale (ou syndrome de Fanconi).
Mais, chez l'adulte, ils sont le plus souvent inpbsts et ne concernent que certains
mécanismes de réabsorption ou de sécrétion tuesilddans ce contexte, la CCU semble
pertinente pour détecter les dysfonctionnementsulaidfes proximaux partiels et
asymptomatiques. Ses concentrations urinaires autgmteen effet rapidement apres une
atteinte tubulaire proximale, alors méme que lefeaumarqueurs ne sont pas encore
perturbés. Par ailleurs, dans cette populationatiengs transplantés rénaux, la CCU n’est pas
influencée par l'inflammation, comme en attestedition inverse avec la CRP. Elle peut

donc étre utilisée sans grande restriction.

Cependant, la définition d'un dysfonctionnement ulalve proximal par le couple
CCU(/créatininurie et la valeur de la CCU pose lebfgme de sa validation. En effet, il
n'existe pas de gold standard diagnostic de cetiginge rénale. Classiquement, c’est
I'existence d’'un syndrome de Fanconi typique qtireenu mais dans notre étude, I'absence
de tubulopathie compléete ne nous a pas permis dgaer la valeur de la CCU a un
parametre de référence, ni de rechercher une asisocistatistique avec les marqueurs

biologiques les plus fréquemment retrouves dartooexte.

En revanche, il existe une association signifieagéntre les dysfonctionnements tubulaires
proximaux évalués par le ratio CCU/créatininurie @éux autres marqueurs de

dysfonctionnement tubulaire : la protéinurie tulneleet I'EF de I'acide urique. La CCU
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constituant une part de la protéinurie tubulaire,est pas étonnant de retrouver une relation
entre ces deux critéres. A I'opposé, I'EF de I'acidique est totalement indépendante de la
protéinurie et reflete une défaillance tubulaireximale différente. Comme elle est beaucoup
moins complexe et colteuse a doser que la CCU, cdiestitue une alternative tres
intéressante pour le diagnostic de dysfonctionnérdsulaire proximal. Au contraire, le
TmPO4/DFGe qui est fréquemment proposé pour le suividysgonctionnements tubulaires
provoqués par les anti(rétro)viraux lors d'infeatipar le VIH!® ou le VHB, n'apparait pas
étre un bon marqueur de dysfonctionnement tubulpheximal dans cette population
transplantée rénale. Les patients greffés présempiesieurs autres facteurs connus pour
modifier la réabsorption rénale du phosphate comlitRC, I'hyperparathyroidie et
'augmentation du FGF23, dont on ne peut précesedle respectif par rapport a I'atteinte des
cellules tubulaires proximales. Au final, 'EF de&dide urique et la CCU apparaissent
aujourd’hui comme les deux outils les plus intéaess pour diagnostiquer un
dysfonctionnement tubulaire proximal, avec pourFI'Be l'acide urique I'avantage de son
faible colt et de sa facilité de réalisation.

Concernant les autres stigmates biologiques ddétetubulaire proximale, une faible

proportion de patients présentait une acidose roktgie pouvant évoquer une atteinte de la
réabsorption tubulaire proximale de bicarbonate.peBdant, seul le dosage de la
bicarbonatémie a été utilisé, et non la mesure diHCO3/DFG, qui nécessite une

normalisation de la charge de bicarbonate filtréieyme perfusion de bicarbonate de sodium
préalable. Dans ce contexte, la prévalence dedbaei métabolique et son absence
d’association avec les dysfonctionnements tubidajpeoximaux doivent étre nuancées.
L’hypokaliéemie n’a pas été analysée compte tensad@ible spécificité, en particulier chez

des patients transplantés rénaux recevant souesmhddications kaliurétiques. La glycosurie
normo-glycémique n’a pas non plus été étudiée l@mne constitue pas un marqueur précoce
de dysfonctionnement tubulaire proximal. En efé#fe survient souvent tardivement, lorsque
'ensemble des autres systemes de réabsorptiomaiteest déja défaillant. Elle s’applique

donc mieux au diagnostic de tubulopathie proximadenpléte. Pour cette méme cause,
'amino-acidurie n’a pas été recherchée, ce d’auae la réalisation de chromatographies

des AA urinaires est difficilement applicable a gnande population.

En dehors de la période initiale de la transplamatrénale, la présence d'un

dysfonctionnement tubulaire proximal est raremetherchée. En effet, les troubles de la
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réabsorption proximale, frequemment constatés dprgseffe sont le plus souvent mis sur le
compte du phénomene dischémie-reperfusion injtigi@ités symptomatiquement et
considérés comme guéris aprées quelques mois. [Barssai, les patients ont tous été inclus a
au moins un an du geste chirurgical afin de s’affrir de ce facteur de confusion. La
persistance de signes biologiques de dysfonctioenertubulaire proximal au-dela de la
premiére année de transplantation rénale, ainsi'gogence d’association significative avec
le temps d’ischémie froide, remettent en questiorielprétation usuelle des défaillances
tubulaires dans cette population. Les dysfonctiomer@s tubulaires proximaux n’apparaissent
donc pas exclusivement liés a la sidération imtdl TCP et nécessitent d’étre recherchés a

distance de la greffe rénale.

Dans ce travail, les dysfonctionnements tubulapesximaux augmentent avec I'adge du
donneur. La sénescence rénale s’accompagne en dfi@portantes modifications
morphologiques et fonctionnelles, aussi bien glaraées que tubulaire®’. Avec I'age, les
tubules deviennent moins nombreux, diminuent dguenr et s’atrophient. Les segments du
tubule les plus concernés sont I'anse de Henl€Cle et le canal collecteur. Il en résulte une
altération des métabolismes de I'eau, du sodiudugiotassium. Le fonctionnement du TCP
est moins étudié dans ce contexte, mais il estabmlebqu’il soit également perturbé.
Concernant le bilan hydrique, il est décrit degralions du mécanisme de concentration-
dilution des urines, responsable de troubles i@8qupposes. En cas de restriction hydrique,
une hypernatrémie peut apparaitre, conséquence dltération du pouvoir de concentration
des urines. Au contraire, en cas dhydratation dbote, il peut se développer une
hyponatrémie, fregquemment aggravée par la démutri(syndrome du toast and tea) et
certains médicaments, comme les diurétiques theamd, ou les antidépresseurs de la classe
des ISRS. Le bilan du sodium est également altéeé tes patients agés. Il est retrouvé un
hyporéninisme-hypoaldostéronisme responsable diiffieulté d’adaptation a une déplétion
sodique, favorisant la déshydratation extra-calelad I'opposé, il existe une inadaptation de
la natriurese a une charge sodée, conduisant aépiesdes d’hyperhydratation extra-
cellulaire. Ces sujets sont également a risquep&itialiemie secondaire a une diminution
des concentrations plasmatiques d’aldostéroneret daine difficulté a adapter la kaliurese a
un apport potassique. Concernant les solutés neassivt réabsorbés par le TCP, les données
de la littérature sont plus parcellaires. Il existee diminution du TmPG4DFG avec le
vieillissement, secondaire a une réduction du nend® co-transporteurs NPT2a et a une

diminution de leur activité’®® Les autres électrolytes n'ont a priori jamais étédiés
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spécifiguement. Nos résultats basés sur la CCU nemintque plus I'age du donneur
augmente, plus il existe un risque de dysfonctiomer@ tubulaire proximal. Ceci est en

faveur d’'une perturbation des mécanismes tubulpir@emaux chez les patients agés.

La prévalence de dysfonctionnement tubulaire prakiest plus importante pour les DFGe
[MDRD] inférieurs a 30 mL/min/1,73m2. Il est donogsible que ces anomalies tubulaires
participent au développement de la DCG. Toutefmtte interprétation doit étre modérée car
les fonctions tubulaires sont les premiéres a&'altau cours de I'IRC. Dans ce contexte, il
est difficile de savoir si ce sont bien les peradidns tubulaires proximales qui provoquent
une part de la DCG, ou au contraire, la progress®hIRC des patients transplantés rénaux,
qui est responsable de la survenue de ces anormdligdaires proximales.

Au plan thérapeutique, la prise de médicamentsnoémtiques autres que les IS constitue un
risque de dysfonctionnement tubulaire proximal ueigent en analyse univariée. L’'analyse
multivariée ne retrouve pas de relation entre @s<garametres, du fait, probablement, de
I'effet important du DFGe sur la présence de dystionnement tubulaire proximal. De fagon
inattendue, la combinaison du MMF avec un inhibitda la m-TOR semble étre la plus
frequemment associée au dysfonctionnement tubidaireémal. Les inhibiteurs de la m-TOR
sont parfois responsables d’'une protéinurie glotageupar diminution de I'expression de la
néphrine podocytaired® et favorisent I'accumulation intra-cellulaire desAC par une
inhibition de la P-gp™. Pour autant, ils n'ont & ce jour jamais été iopdis dans la
perturbation d’autres transporteurs. De plus, conae® IS sont le plus souvent utilisés en
remplacement des inhibiteurs de la calcineurineeffiet rémanent de ces derniers pourrait
étre a I'origine d’une part des dysfonctionneméuksilaires proximaux observés. Concernant
les inhibiteurs de la calcineurine, le Tac appaki$ a risque que la CsA, ce qui corrobore les
constatations cliniques de certains praticiens.r Baupart, le MMF est toxique pour les
entérocytes et pourrait théoriquement perturbefoteetionnement des cellules tubulaires
proximales. Cependant, aucune étude in vitro ouva n'a démontré de toxicité rénale du
MMF. Par ailleurs, dans cet essai, il n'est pasotete d’augmentation du risque d’atteinte
tubulaire proximale avec les autres associatiofs domportant du MMF. Le rbéle du MMF

dans les dysfonctionnements tubulaires proximambge par conséquent peu probable.

Au plan digestif, nous avons choisi de définir larchée par des criteres indirects afin de

simplifier le recueil des informations. La toxicitégestive des IS était donc caractérisée par

81



une perte de poids corporel supérieur a 10% emsis et un nombre de selles supérieur a
trois par jour. Ces criteres sont beaucoup moiferimatifs que le poids des selles, seul
parametre fiable pour diagnostiquer une diarrh@&pe@dant, cette évaluation était impossible
a reéaliser facilement sur la période dune journ&mur la méme problématique
d’organisation, il n'a pas été possible de pratigdes coprocultures et des examens
parasitologiques des selles, qui auraient permisnémx qualifier I'absence d’étiologie
infectieuse des diarrhées. L'association entrediaehée non infectieuse, considérée comme
un effet indésirable de certains IS, et un dysfonciement tubulaire proximal n’a donc pu

étre correctement analysée.

Parmi les principales limites de cette étude,lit fabord noter I'imprécision de la définition
des dysfonctionnements tubulaires proximaux etsEaice de validation formelle de la CCU
chez les patients transplantés rénaux. Ensuitgrictere mono-centrique de I'essai limite la
représentativité de la population analysée. Etiibsence de critere d’évaluation précis de la
diarrhée non infectieuse n’a pas permis de confirbiypothése d’'une association entre

entérocytopathie liée aux IS et dysfonctionnemelnifaire proximal.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En dehors de la période initiale de la transplamagnale, les dysfonctionnements tubulaires
proximaux sont méconnus chez les patients greffége étude est la premiéere a évaluer leur
prévalence, estimée a 22,7% par l'association do @CU/créatininurie et de la valeur
absolue de la CCU. Les anomalies tubulaires prdesnsont retrouvées a distance du geste
chirurgical, indépendamment du temps d’ischémiedé&oet ne sont donc pas liées a la
sidération initiale du TCP. Par ailleurs, 'augnaitn de I'age du donneur et la dégradation
du DFGe [MDRD] majorent le risque de perturbatidnbulaires proximales. Enfin, les
combinaisons d'IS « MMF-inhibiteurs de la m-TOR »x e MMF-Tac » sont plus
frequemment associées aux dysfonctionnements ftdsifaroximaux que « MMF-CsA ».
L’association du ratio CCU/créatininurie a la CCbnstitue un outil biologique novateur
pour détecter les dysfonctionnements tubulairegipraux. La protéinurie tubulaire et 'EF
de l'acide urique sont également de bons marquencns colteux et plus facilement
disponibles que le dosage de la CCU. Le TmHDEBGe n'a par contre pas d'intérét, en
raison des nombreuses perturbations de I'hnoméesthsiphosphate présentent dans cette
population.

Compte tenu de la possible implication des atteintebulaires proximales dans le
développement de la DCG, leur dépistage sembldigusfin d’instaurer précocement un
traitement adapté et de renforcer la surveillaneg phtients. Des études complémentaires
sont a présent nécessaires pour affiner nos caamaiss physiopathologiques et rechercher
une potentielle association entre I'entérocytopatidies IS et les dysfonctionnements

tubulaires proximaux.
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RESUME

Introduction : En dehors de la période initiale de transplamatiénale, la prévalence et les conséquences des
dysfonctionnements tubulaires proximaux (DTP) snéatonnues. L'objectif de cette étude était d’évalagrévalence des

DTP aprés la premiére année de greffe rénale atatialyser les facteurs favorisarRatients et Méthodes Nous avons

mené un essai observationnel et transversal, entie2012 et avril 2013, au CHU de Limoges. L’enféandes patients
transplantés rénaux depuis au moins un an, ayabtF@e[MDRD] > 15 mL/min/1,73m?2 ont été inclus. Les DTP ont été
définis par I'association d'un ratio cystatine Cnaire (CCU)/créatininurie > 20 pg/mmol et d’'une CCU G0 lug/L.
Résultats : 356 patients ont été inclus, dont 335 analysés iihesn 64,8%, femmes : 35,2%, age moyen : 57,824n8-(
84,4). 92,9% des patients étaient traités par itghits de la calcineurine (Cyclosporine A (CsA) :684, Tacrolimus (Tac) :
41,3%), 81,8% par anti-métabolites (Azathioprirg3%, Acide Mycophénolique : 7,5%, Mycophénolatefétgd (MMF) :
71%) et 7,5% par inhibiteurs de la m-TOR. La prévededes DTP était de 22,7%. La protéinurie tubaleir 'excrétion
fractionnelle de I'acide urique étaient associégsificativement aux DTP (p < 0,0001). La prévalemtes DTP augmentait
avec 'age du donneur (OR = 1,4, IC 95% : [1,1 ;)1 Mais était indépendante du temps d’ischémiglérgp = 0,9980). Un
DFGe [MDRD] > 30 mL/min/1,73m2 était protecteur (OR = 0,36, B5%: [0,14; 0,92]). Les combinaisons
d'immunosuppresseurs « MMF + inhibiteurs de la mRT®et « MMF + Tac » étaient plus fréquemment @ésscaux DTP
que « MMF + CsA » (OR =6,4, IC 95% : [1,8 ; 23,010R = 3,0, IC 95% : [1,3 ; 6,8], respectiveme@pnclusion : Au-
dela de la premiere année de greffe rénale, enviroguart des patients présentent des DTP, sembfapartie di aux
traitements immunosuppresseurs. Comme les lésiasaliles tubulaires proximales pourraient coral@irune atrophie

tubulaire et une fibrose interstitielle, le dépisat le traitement précoce des DTP pourraientiareéla survie des greffons.

Mots clés : Transplantation rénale, dysfonctionnement tubelpioximal, cystatine C urinaire.

Introduction : After the initial period of kidney transplantaticthe prevalence of proximal tubular dysfunctiom P and
its consequences are unknown. The aim of this sialyto evaluate PTD prevalence in kidney transpiecipients, after

the first year, and to analyze its risk factdPatients and Methods :We conducted an observational and cross-sectional

study between April 2012 and April 2013 at Limogesversity hospital (France). Inclusion criteriareve kidney graft for at
least one year, and eGFR [MDRD] > 15 mL/min/1,73nm¥DPwas assessed by the association of urine ays@ti
(UCC)/urine creatinine > 20 pg/mmol and UCC > 100 p&esults : 356 patients were included, among them 335 could
have a full analysis (64.8% males and 35.2% femalih a mean age of 57.8 years (20.0 to 84.4)P%2of patients were
treated with calcineurin inhibitors (Cyclosporing(@sA) : 51.6%, Tacrolimus (Tac) : 41.3%), 81.8% wattti-metabolites
(Azathioprine : 3.3%, Mycophenolic Acid : 7.5%, Myghenolate Mofetyl (MMF) : 71%) and 7.5% with m-T@Ribitors.
PTD prevalence was 22.7 %. The tubular proteinanid the fractional excretion of uric acid were figantly associated
with PTD (p < 0.0001). The prevalence of PTD insesh with donor age (OR = 1.4, 95% CI : [1.1 ; 1.Bjjt was
independent of cold ischemia time (p = 0.9980).e8FR [MDRD] above 30 mL/min/1,73m2 was protective (OR36, 95
CI[0.14 ; 0.92]). The immunosuppressive regimeM& + m-TOR inhibitors » and « MMF + Tac » were mémrequently
associated with PTD than « MMF + CsA » (OR = 6.4,95I : [1.8 ; 23.0] and OR = 3.0, 95% ClI : [1.3 ; 61&Jspectively).
Conclusion : In renal transplant patients, after the first ypast-transplantation, about one quarter of théieuts are
affected by PTD, which seems partly related toithunosuppressive regimen. Since proximal tubutdls desions could
lead to tubular atrophy and interstitial fiboro$tg;D early detection and treatment may help to esmegraft survival.

Keywords : Kidney graft, proximal tubular dysfunction, urigarystatin C.
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