Abréviations :

aa : Acides aminés.

AAT1 : Alpha-1-antitrypsine.

AGAT : Arginine glycine amidinotransférase.
ARN(m) : Acide ribonucléique (messager).
A1M : a-1-microglobuline.

ADN : Acide désoxyribonucléique.

ADH : Antidiuretique hormone (Hormone anti-
diurétique).

AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens.
AKIN : “Acute kidney injury network”.

AMPK : AMP-activated protein kinase.

ANCA : Antineutrophil cytoplasmic antibodies.
APAF : Apoptotic protease-activating factor .
ATM : Ataxia telangiectasia mutated protein.
ATP : Adénosine triphosphate.

AUC/AUROC : Area under the ROC curve (Aire sous
la courbe sous entendue courbe ROC).

BAK : BCL2 homologous antagonist/killer.

BAX : BCL2 associated X apoptosis regulator.
BCL2 : Apoptosis regulator B-cell lymphoma 2.
BNIP3 : BCL2 interacting protein 3.

B2M : 3-2-microglobuline.

CAKUT : Congénital anomalies of kidney and
urinary tract (Anomalies congénitales des reins ou
des voies urinaires).

CBP : Cardiopulmonary bypass (= CEC).

CDH16 : Cadhérine 16.

CDK : Cyclin-dependent kinases.

CEC : Circurlation extracorporelle (= CBP).

CE-MS : Capillary electrophoresis and mass-
spectrometry (Electrophoreése capillaire suivi de
spectrométrie de masse).

CKD-epi : “Chronic kidney disease — Epidemiology
collaboration”.

CGR: Concentrés de globules rouges.

CIVD : Coagulation intra-vasculaire disséminée.
CPIA : Contre-pulsion intra-aortique.

DAMPS : Damage associated molecular patterns.
DFG(e) : Débit de filtration glomérulaire (estimé).
DKK3 : Dickkopf-related protein 3.

DRP1 : Dynamin 1 related protein.

EER : Epuration extra-rénale (= RRT).

EGF : Epidermal growth factor.

FAD : Flavine adénine dinucléotide.

GAMD : Guanidinoacetate N-methyltransferase.
GSDMD : Gasdermin D.

GSK3B : Glycogen synthase kinase 3 B.

HIF1a/1B : Hypoxia inducible factor 1a / 1p.
HNF1B/1a/4a : Hepatocyte nuclear factor
1B/1a/4a.

HR : Hazard ratio.

HRE : Hypoxia response element.

HSP : Heat shock protein.

HTA : Hypertension artérielle.

Hi-RMN : Résonance magnétique nucléaire du
proton (Spectrométrie).

iCRE : Cre recombinase inductible.

ICU : Intensive care unit (= USI).

IEC : Inhibiteurs de I'enzyme de conversion.
IGFBP7 : Insulin-like growth factor binding protein
7.

IL18 : Interleukine 18.

iPSC : Induced pluripotent stem cells.

IRA : Insuffisance rénale aigue (Acute kidney
injury : AKI).

IRI : Ischemia reperfusion injury (Ischémie
reperfusion).

KAP2 : Kidney androgen protein 2.

kDa : kilodaltons

KDIGO : “Kidney disease improving global
outcomes”.

KIF12 : Kinesin family member 12.

KIM1 : Kidney injury molecule 1.

LAP : Latency-associated peptide.

L-FABP : Liver fatty acid binding protein.

LPS : Lipopolysaccharide.

LTBP : Latent TGFp binding protein.

MAT : Microangiopathie thrombotique.

MCP1 : Monocyte chemotactic protein 1 (= CCL2).
MDRD : “Modification of diet in renal disease”.
MFN : Mitofusin.

MLKL : Mixed lineage kinase domain-like protein.
MOMP : Mitochondrial outer membrane
permeabilization.

MRC : Maladie Rénale Chronique.

Myo : Myoglobine.

NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide.

NAG : N-acetyl-b-D-glucosaminidase.

NAM : Nicotinamide.

NGAL : Neutrophil gelatinase-associated lipocalin.
NK : Lymphocytes natural killer.

NLR : Nod-like receptor.

NO : Monoxyde d’azote.

NTIA : Néphropathie tubule-interstitielle aigue.
NYHA : “New-York Heart Association”.

OPA1 : Optic atrophy mitochondrial dynamin like
GTPase.

OR : Odds-ratio (rapport des cotes).

0O, : Dioxygéne.

PAMPS : Pathogen Associated Molecular Patterns.
PGC-1a : PPAR Gamma coactivator 1 a.

PHD : Prolyl hydroxylases.

PINK : PTEN-induced kinase 1.

PNN : Polynucléaire neutrophile.

P2X1R : Purinergic receptor P2X 1.

QPRT : Nicotinate-nucleatide pyrophosphorylase.
RBP : Retinol binding protein.

RF : Random forest.

RFE : Recursive feature elimination.
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RIFLE : Risk, injury, failure, loss of kidney function
and end-stage kidney disease classification.

RIPK 1/3 : Receptor-interacting serine/threonine-
protein kinase 1/3.

ROC : Courbe ROC (Receiver operating
characteristic curve).

ROS : Reactive Oxygen Species (Espéces reactive
dérivées de I'oxygéne).

RRT : Renal replacement therapy ( = EER).

SLC : Solute carrier.

SOCS3 : Suppressor of cytokine signaling.

SRAA : Systéme rénine-angiotensine-aldostérone.

SVM : Support vector machine.

ThRI/Il : TGFB receptor I/II.

TGF : Transforming growth factor B.

TIMP2 : Tissue inhibitor of metalloproteinases 2.
TLR : Toll like receptor.

TNFa : Tumor necrosis factor a.

TRAIL : Tumor-necrosis-factor related apoptosis
inducing ligand.

ULK : Unc51-like autophagy activating kinase 1.
USI : Unité de soins intensifs (=ICU).

VHL : Von Hippel Lindau tumor suppressor.
WT/WHt : Wild-Type (sauvage).
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Introduction :

1. Généralités :

- Linsuffisance rénale aigue (IRA) est définie actuellement selon les criteres AKI KDIGO, comme une altération
aigue de la fonction de filtration rénale sur la base d’une élévation de la créatininémie (26.5 pmol/L ou 1.5
fois sa valeur de base) ou d’une réduction de la diurése (< 0.5 mL/kg/h pendant 6 heures).

- Ce syndrome est fréquent (15-30 % des patients hospitalisés) malgré des disparités géographiques.

- Ce syndrome regroupe en réalité un ensemble de situations extrémement hétérogenes par leurs causes,
leurs sévérités ou leurs évolutions sans en permettre la distinction.

- LIRA est un syndrome grave responsable d’'une importante morbi-mortalité a court et long termes en faisant
un véritable probléme de santé publique.

A. Définition de l'insuffisance rénale aigué (IRA) :

L'insuffisance rénale aigué (IRA) ou Acute Kidney Injury (AKI) dans sa dénomination anglaise, correspond a
un concept nosologique regroupant I’ensemble des situations induisant une souffrance tissulaire significative

au sein de cet organe sur une période réduite (< 7 jours).

Malgré une définition théorique simple, trouver une définition clinique claire a ce syndrome s’avere
complexe, I’évaluation de la souffrance tissulaire rénale pouvant reposer sur des marqueurs tres divers et la

frontiere entre I'adaptation physiologique a un stress et les situations pathologiques étant difficile a définir

1

Avant 2004, si I'utilisation de criteres diagnostiques basés sur la diurese et des marqueurs plasmatiques de
la fonction de filtration rénale était habituelle, aucune définition consensuelle n’était disponible, avec des
variations importantes entre les centres, les pays et les études *3. Un travail de standardisation au niveau
international a été conduit au cours des deux dernieres décennies afin de définir des critéres diagnostiques
cliniques et biologiques consensuels permettant d’harmoniser les pratiques et faciliter les activités de
recherche. L'objectif était d’identifier des criteres simples, compatibles avec la pratique courante
(disponibles en routine, rapides et peu couteux), permettant d’identifier de maniére sensible et spécifique,
une souffrance tissulaire rénale significative (associée a des conséquences pertinentes péjoratives a court et
long termes) et d’en évaluer la gravité afin d’adapter la prise en charge . Ainsi plusieurs définitions se sont
succédées (RIFLE 3, AKIN %) ces derniéres années pour aboutir a la classification actuelle issue des
recommandations AKI KDIGO de 2012 *. Cette définition n’est pour autant pas figée et est amenée a évoluer

selon la progression de nos connaissances et des moyens technologiques a notre disposition.
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A I'heure actuelle, I'IRA est consensuellement définie sur les bases de marqueurs fonctionnels se voulant un
bon reflet de la fonction de filtration rénale (Tableau 1). Ainsi le diagnostic d’IRA peut étre porté en présence

d’au moins I'un de ces quatre critéres :
- Augmentation de la créatinine sérique de plus de 26.5 pM ou 0.3 mg/dL en moins de 48 heures ;

- Augmentation de la créatinine sérique a plus de 1.5 fois la valeur basale observée s’étant produite

durant les 7 jours précédent ou présumée telle ;
- Reduction de la diurése horaire (< 0.5 mL/kg/h) sur une durée minimale de 6 heures ;
- Nécessité de recours a I'épuration extra-rénale.
Ces recommandations fournissent également une stadification en fonction de sa sévérité basée sur :
- L’ampleur de I'élévation de la créatininémie par rapport a son niveau initial.
- Llintensité et la durée de la réduction de diurése horaire.

- La nécessité de recours a I’épuration extra-rénale.

Stage Serum Creatinine Urine Output RRT
SCr < 1.5 times baseline
0 And > 0.5 mL/kg/h No
SCrincrease < 26.5 uM (0.3 mg/dL)
SCr 1.5-1.9 times baseline < 0.5 mL/kg/h for at least 6
1 or hours No
SCrincrease = 26.5uM (0.3 mg/dL)
2 SCr 2-2.9 times baseline <0.5ml/kg/hforatleast12 |\
hours
SCr3 tlmgi baseline < 0.3 mL/kg/h for at least 24
. hours
>
3 SCr increase > 353(.)6r pumol/L (4 mg/dL) or Yes
eGFR < 35 mL/min per 1.73 m2 and < 18 Anuria for at least 12 hours
year-old.

Tableau 1 : Stade de I'IRA selon les critéeres KDIGO (KDIGO AKI Guidelines 2012). Scr : Serum creatinine ;

RRT : Renal replacement therapy (Epuration extra-rénale).

Comme nous le verrons plus tard cette classification bien que pratique et consensuelle, présente de
nombreuses limites qui réduisent notre capacité a appréhender correctement I'IRA en clinique (diagnostic
retardé de 24-48h par rapport a I'altération de la filtration, prise en compte seulement de I'altération de la

filtration sans tenir compte des lésions, pas de distinction en fonction de la cause...).
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B. Epidémiologie et étiologies :

L'IRA est un syndrome fréquent et en augmentation constante avec une incidence, paradoxalement assez

compliquée a évaluer, entre 2 et 15 pour 1000 habitants dans les pays développés suivant les études >°.

Elle touche plus fréquemment certaines populations. Par exemple, elle est décrite comme touchant de 15-
30% des patients hospitalisés 3. De méme son incidence augmente avec I’dge et les comorbidités jusqu’a

atteindre 50 pour 1000 habitant aprés 65 ans dans certains registres ®°,

Bien que présente dans I’ensemble des régions du monde, il existe de grandes disparités géographiques en

termes de recensement, d’incidence, d’étiologies, de contexte et de pronostic avec un clivage particulier

t 10,12-14. (

entre les pays développés et les pays en voie de développemen Figure 1)
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Figure 1: Incidence et proportion de I'IRA chez les patients hospitalisés par régions a travers le monde.

(Extrait de Ronco et al. 2019)

Cette appellation unique regroupe en réalité un ensemble extrémement hétérogene de situations tant sur le
plan de |'étiologie ou des mécanismes lésionnels que de la sévérité des lésions ou de I'altération fonctionnelle

induite Y5815,

Les causes d’IRA sont classiquement séparées en trois grandes catégories étiologiques ¢, On distingue ainsi

- les IRA fonctionnelles ou pré-rénales sont liées a un défaut de perfusion rénale secondaire a une
hypovolémie vraie ou efficace et la mise en jeu des mécanismes adaptatifs, induisant une chute de la pression

de filtration et donc du débit de filtration glomérulaire. L’effet étant uniquement “mécanique” sans lésions
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tissulaires associées, ces IRA sont donc immédiatement réversibles. Les modifications transcriptomiques
différent des formes organiques . Leurs causes sont multiples mais regroupent : les hypovolémies vraies
d’une part liée a une déshydratation ou un saignement ; les hypovolémies efficaces d’autre part, liées soit a
une vasoplégie (anaphylaxie, hypertension portale...), une dysfonction cardiaque (Insuffisances cardiaques
séveres avec débit cardiaque réduit, aigues ou chroniques) ou encore une chute de la pression oncotique

efficace sanguine (syndrome néphrotique, Kwashiorkor, syndrome de Clarkson...) ¢,

- Les IRA obstructives ou post-rénales sont liées a un obstacle en aval des reins, empéchant I’écoulement des
urines. L'obstacle peut ainsi étre vésical, sous vésical ou supra-vésical bilatéral ou supra-vésical unilatéral sur
rein unique anatomique ou fonctionnel. Cet obstacle va entrainer une accumulation des urines en amont
responsable d’une augmentation de la pression hydrostatique urinaire qui se propage de proche en proche

jusqu’a la chambre urinaire bloquant ainsi la filtration glomérulaire *>*°.

- Les IRA dites intrinséques ou parenchymateuses liées a I'apparition de lésions tissulaires. Ce sont elles qui
nous intéresseront principalement par la suite, les IRA pré-rénales ou post-rénales relevant d’un traitement
assez évident et simple. Ces IRA parenchymateuses regroupent un ensemble hétérogene de pathologies dans
lesquelles le parenchyme rénal va étre directement |ésé par un ou plusieurs mécanismes affectant un ou
plusieurs compartiments rénaux parmi les glomérules, le tubulo-interstitium ou les vaisseaux. On sépare
classiquement ces IRA intrinseques en fonction du compartiment le plus affecté par I’agression. On distingue
ainsi : les IRA glomérulaires (Vascularites primitives des petits vaisseaux dont les vascularites a ANCA, les
maladies a dépobts de complexes immuns (cryoglobulinémies ou apparentés, lupus érythémateux disséminé,
purpura rhumatoides, glomérulonéphrites post-infectieuses), ...), les IRA tubulo-interstitielles (nécrose
tubulaire aigue ischémique ou toxique, néphropathie immunoallergique, néphropathie infiltrative,
pyélonéphrite, IRA post-chirurgie cardiaque...) et les IRA vasculaires (infarctus rénaux artériels ou veineux,

HTA maligne, microangiopathies thrombotiques...) 1>,

Cette classification étiologique, résumée dans la Figure 2, montre bien I'extréme hétérogénéité existant au

sein de ce syndrome et sert de base a la mise en place des stratégies diagnostiques et thérapeutiques.
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Prerenal Renal

Sudden and severe reduction in blood pressure Artery
(shock) of interruption of blood flow to the kindeys
from severe injury or iliness Kidney
* Blood loss

* Dehydration

» Heart failure

» Sepsis

« Vascular occlusion

Blood Flow

Intrinsic Renal

Direct injury to the kidneys by inflammation, drugs,
toxins, infection, or reduced blood supply
» Acute tubular necrosis

* Drugs

« Toxins

« Prolonged hypotension
* Glomerulonephritis
» Acute tubular necrosis

* Drugs

* Toxins

* Autoimmune disease

* Infection
« Small-vessel vasculitis

Urine Flow

Ureter

Postrenal

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

» Cervical cancer

» Meatal stenosis/phimosis

» Retroperitoneal fibrosis

« Prostate cancer

« Urinary calculi

Figure 2 : Etiologies des IRA. (Extrait de Thongprayoon et al. *8).

C. Evolution et importance clinique :

Dans les suites d’une IRA, aprés résolution de I’agression, va débuter une phase de récupération rénale. Cette
phase de récupération est moins comprise, la principale difficulté tenant a I'extréme hétérogénéité des

définitions des profils évolutifs dans les diverses études malgré des tentatives récentes d’harmonisation

22

La plupart des patients va récupérer au moins partiellement une fonction rénale apres un délai extrémement
variable dépendant de la persistance de I’agression, de la prise en charge, du terrain et de la sévérité de I'IRA
2023 Ce processus de récupération associe la mise en jeux de mécanismes de régénération mais aussi de

19



cicatrisation. Ainsi un épisode d’IRA est souvent associé a I'apparition d’'une véritable cicatrice rénale se
caractérisant classiquement au niveau histologique par une fibrose tubulo-interstitielle dont I'étendue est

corrélée a la séquelle fonctionnelle %°.

Cette récupération peut sembler compléte avec retour a des valeurs de créatininémie ou de DFG proche de
la valeur pré-IRA. Ce profil évolutif a longtemps été considéré favorable avec restitution ad integrum sans
conséquences ultérieures. Toutefois, méme si elle ne s'accompagne pas d’anomalies visibles, cette évolution
est potentiellement associée a des séquelles rénales avec amputation de la réserve fonctionnelle. D’autres
patients par contre ne récupéreront pas complétement et garderons des séquelles visibles sur les examens
de routine. Ces anomalies peuvent correspondre a une altération plus ou moins importante de la fonction
de filtration, avec a I'extréme la persistance d’'une dépendance a I'épuration extra-rénale, mais aussi des

anomalies du filtre ou de la fonction de réabsorption tubulaire 19202224,

Cette récupération peut suivre différentes trajectoires. Une part importante des patients va présenter une
récupération rapide dans les 7 jours suivant I'agression (90%) avec un distinguo classiquement fait entre les
récupérations immeédiates (IRA transitoires, 70%) avant 48h et les récupérations retardées (21%) entre 48h
et 7 jours 23, Au-dela de ce délai, le patient change de cadre nosologique, on parle de maladie rénale aigue
en cas d’altération fonctionnelle persistant au-dela de 7 jours mais avant trois mois. Cette situation
correspond a une part non négligeable jusqu’a 40% des IRA dans certaines études '°. Enfin en cas de
persistance au-dela de 3 mois post-agression, le patient bascule dans la maladie rénale chronique avec un

potentiel de récupération nul %.

Il est important de noter que le profil évolutif n’est pas forcément linéaire avec de possibles rechutes a la

faveur de nouvelles agressions qui sont alors de mauvais pronostic >,

L’'IRA est un syndrome clinique grave pouvant mettre le jeu le pronostic vital et fonctionnel a cours et a long

termes.

A la phase aiglie, elle peut aboutir a une altération fonctionnelle telle que le rein n’assure plus sa mission
principale de filtration/épuration du milieu intérieur entrainant la rétention de “déchets” pouvant avoir un
réle toxique direct (toxines urémiques), une perte d’homéostasie hydrique, sodée, électrolytique et acido-
basique, a I'origine de conséquences systémiques multiviscérales pouvant mettre directement en jeu le
pronostic vital a trés court termes. Dans les cas extrémes (soit 2-5% du total), la mise en route d’un traitement

de suppléance, parfois définitif, de la filtration rénale par dialyse est nécessaire pour éviter le décés >*°.

Néanmoins, les conséquences d’une IRA ne se limitent pas a cette accumulation aigue pouvant requérir une
suppléance en urgence, mais portent aussi sur les autres organes tels le cceur, le foie, les poumons ou le

systeme nerveux central via des mécanismes non encore complétement compris (stress oxydatif,
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inflammation systémique...). Ces conséquences sont responsables d’une bonne part de la morbi-mortalité

associée a I'lRA.2>2°

De plus, un épisode d’IRA induit des conséquences importantes au-dela de la phase initiale a moyen et long-

termes. Cela est vrai méme pour les formes légeres d’insuffisance rénale et méme en cas de récupération

initiale 27°%°,

L’IRA est fortement associée a une surmortalité avec un Hazard Ratio (HR) voisin de 2 dans les plus grandes
études. Cette surmortalité, variable suivant le contexte de survenue, est également corrélée a la sévérité
telle qu’évaluée par la classification KDIGO : elle est ainsi présente des le stade KDIGO 1 avec une
augmentation pour chaque stade supplémentaire. A titre d’exemple dans leur méta-analyse de 2018, See et
al. Identifiaient une surmortalité évaluée a 2.05 morts par 100 personnes.années avec un hazard-ratio
augmentant avec la sévérité du grade KDIGO (HR [IC95%] a 1.35 [1.27-1.44], 1.64[1.50-1.80] et 2.76[2.28-
3.35] pour KDIGO 1, 2 et 3 respectivement). Ce surrisque est présent méme en cas de récupération compléte

d’autant plus important que la récupération est retardée &20233031 Cette surmortalité est certes précoce
mais persiste dans le temps, jusqu’a plus de 10 ans apreés I'accident aigu 81%11,27:32-46
Au-dela de la mortalité, I'IRA est également fortement associée a un risque accru de survenue d’une maladie

) 3447,48 6,34,44,48

rénale chronique (MRC a fortiori terminale méme en cas de récupération compléete apparente.

Ce sur-risque est présent dés les faibles grades de sévérité et augmente avec ceux-ci. A titre d’exemple, Coca

etal.

identifié un HR de survenue d’une maladie rénale chronique de 8.8 [3.1-25.5] avec une augmentation
suivant les grades KDIGO (HR [IC95%] a 2.0 [1.4-2.8], 3.3 [1.7-6.2] et 28.2 [21.1-37.5] pour les grades KDIGO
1, 2 et 3 respectivement). Les mémes constatations étaient faites pour la maladie rénale chronique terminale
(HRa3.1[1.9-5.0], 2.3 [1.7-3.3], 5.0 [2.6-9.8] et 8.0 [1.3-48.6] pour I'IRA tout stade et les stade KDIGO 1,2 et
3 respectivement). Ce surrisque semble également dépendant de la récupération et de sa cinétique. Il est
important de noter que ce surrisque existe méme en cas de récupération initiale complete et qu’il est

d’autant plus important que la récupération est retardée >193044,

Outre une surmortalité et un risque accru de maladie rénale chronique, apres un épisode d’IRA, les patients
présentent également un risque accru d’autres conséquences chroniques potentiellement invalidantes

associées ou non a un surrisque de décés 2%*. A titre d’exemple, la survenue d’un épisode d’IRA augmente

52,53

le risque de maladie cardiovasculaire 363743051 de maladies cérébro-vasculaires *°°!, d’hypertension *>*3ou

encore de complications obstétricales type prééclampsie/prématurité/petit poids de naissance >,

La gravité de ce syndrome est aussi appréciable par son poids médico-économique. Ainsi la survenue d’un

épisode d’IRA induit une augmentation importante de la durée d’hospitalisation initiale consommant les

8,11,32

ressources de santé et des co(its de prise en charge a court et long termes notamment la prise en charge

des maladies rénales chroniques induites %32,
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Ce syndrome représente un enjeu de santé publique majeur aussi bien au niveau national qu’international,
qui fait I'objet d’une initiative internationale particuliere “Oby25” pour optimiser sa détection, son

recensement et sa prise en charge avec pour objectif d’avoir 0 mort évitable par IRA en 20252,

2. Physiopathologie

- La physiopathologie de I'IRA est complexe impliquant des éléments liés a I'agression mais avec une influence
fondamentale du terrain.

- Elle implique I'ensemble des populations cellulaires rénales ou celles qui 'envahissent secondairement, qui
interagissent entre elles pour déterminer la réponse tissulaire, avec un réle clé de I'épithélium notamment
tubulaire proximal.

- On peut schématiser chaque agression comme la somme d’'un ou plusieurs mécanismes lésionnels
élémentaires (ischémie, inflammation, cytotoxicité directe...) qui vont induire un stress, imposant ainsi une
réponse cellulaire notamment métabolique, dont I'excés ou la pérennisation va conduire a la formation de
Iésions.

- Les lésions induites, en association avec des mécanismes adaptatifs ou non lésionnels, vont étre a Porigine
d’une altération fonctionnelle qui ne sera visible qu’aprés épuisement de la réserve fonctionnelle rénale
physiologique.

- Apres agression, un phase de récupération survient, permettant une récupération fonctionnelle plus ou
moins compléte. Pourtant il persiste souvent une séquelle sous la forme d’une fibrose tubulo-interstitielle
pouvant amputer la capacité fonctionnelle maximale. La survenue de cette réparation fautive est en partie
due a la persistance des anomalies épithéliales, notamment métaboliques.

- Une meilleure connaissance des mécanismes physiopathologiques en jeu permet d’envisager de nouvelles
stratégies thérapeutiques

- HNF-1B, un facteur de transcription exprimé dans I'épithélium tubulaire rénal, via sa régulation de nombreux
processus notamment le métabolisme énergétique cellulaire, pourrait avoir un réle dans Fadaptation a
I'agression et la réparation. Ce réle pourrait expliquer une part du phénotype rénal des patients porteurs
d’une anomalie de ce géne.

L’identification d’une cascade physiopathologique commune a I’'ensemble des causes d’IRA est complexe en
raison de I'hétérogénéité de ce syndrome. Il est néanmoins possible de définir un schéma général commun
sans oublier que chaque étiologie va présenter des particularités que nous ne détaillerons pas ici en dehors
de la chirurgie cardiaque avec circulation extra-corporelle. Dans cette partie nous essaierons, dans un
premier temps, de fournir une vision schématique uniciste permettant de représenter une cascade
physiopathologique commune a toutes les IRA en apportant une attention particuliere au role de I'adaptation
métabolique. Nous préterons une attention particuliere au modele humain complexe d’IRA que représente
la chirurgie cardiaque avec circulation extra-corporelle, qui a servi de modele a nos études en pathologie

humaine. Dans un second temps nous nous focaliseront sur un facteur de transcription épithélial tubulaire
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(HNF-1B), dont certaines fonctions suggerent un réle dans I’adaptation épithéliale a I'agression et la

réparation tissulaire.

A. Description physiopathologique schématique :

La survenue d’une IRA est déterminée par la survenue d’un ou plusieurs facteurs agresseurs induisant une
réponse rénale de nature et d’intensité variable. Cette réponse tissulaire va déterminer le retentissement
tissulaire rénal allant de la simple adaptation sans |ésion a I'apparition Iésions tissulaires séveres. En fonction
des lésions induites et des phénomeénes d’adaptation, une altération fonctionnelle d’organe peut intervenir
en particulier quant a la fonction de filtration/épuration du rein qui sert actuellement de base au diagnostic
de I'IRA. Au décours de I'agression, des mécanismes de réparation/régénération vont intervenir afin de
tenter de récupérer une fonction d’organe suffisante. Le terrain sur lequel s’initie le processus d’IRA est un
déterminant essentiel du retentissement avec une influence possible a tous les niveaux, de la superposition
du processus agresseur principal avec d’autres facteurs aggravants, a l'altération fonctionnelle induite par
des lésions données en passant par la réponse au facteur agresseur ', Dans cette partie nous étudierons
successivement les différentes étapes de ce schéma physiopathologique (Figure 3) : 1. I'agression et les

mécanismes lésionnels, 2. la réponse tissulaire, 3. I'altération fonctionnelle et 4. les processus de réparation.
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Figure 3 : Représentation schématique de la cascade physiopathologique de I'IRA.

A.1. Mécanismes lésionnels de I’agression rénale aigué :

La premiere étape dans la cascade générant une IRA correspond a I’exposition a un facteur agresseur. A des
fins de simplification, on peut considérer que chaque contexte étiologique implique a part variable un
nombre réduit de mécanismes lésionnels élémentaires responsables de la majorité des effets. Ces
mécanismes lésionnels peuvent voir leurs effets potentialisés par des facteurs liés au terrain. Une
représentation schématique est montrée (Figure 4). Au-dela de cette simplification purement didactique et
théorique, en conditions réelles, les choses sont beaucoup plus complexes. Ainsi chaque situation d’IRA est

particuliére avec, intrication d’une ou souvent de plusieurs étiologies, a des timing différents, imposant
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chacune un certain nombre de mécanismes lésionnels agressant le parenchyme rénal avec des interactions

possibles entres eux et avec des facteurs liés au terrain.

Sur le plan chronologique, on distingue aussi classiquement deux phases successives dans I’agression : une
phase dite d’initiation puis une phase d’amplification. Durant la phase d’initiation, la souffrance rénale est
attribuable directement au facteur agresseur via un ou plusieurs mécanismes lésionnels spécifiques. Pendant
la phase d’amplification, a l'inverse, la souffrance rénale résulte de nouveaux mécanismes lésionnels
secondaires a la réponse tissulaire aux dégats induits, méme en I'absence de persistance du facteur lésionnel
initial. La encore cette séparation est artificielle, ces deux phases se superposant dans le temps et partageant

certains mécanismes, raison pour laquelle nous n’opérerons pas de séparation ici >>~°,

Terrain

(Facteurs génétiques,
Comorbidités,
Capacité maximale de filtration,
Traitements, ... )

Agressioninitiale Réponse tissulaire
Meécanismes lésionnels Meécanismes lésionnels
initiaux secondaires

A
7\ ——

/ \ - \‘\
,// - ) ~
Cytotoxicité . - Obstruction
i X Inflammation Ischémie . Autres
directe tubulaire

Souffrance
tissulaire

Figure 4 : Représentation schématique des mécanismes lésionnels initiaux et secondaires.

A titre d’exemple nous détaillerons 4 mécanismes lésionnels élémentaires simples représentant des acteurs
majeurs dans les principales causes d’IRA : l'ischémie, la toxicité directe, l'induction d’une réponse
inflammatoire locale et générale et |a précipitation intra-tubulaire. Bien d’autres mécanismes pourraient étre

décrit avec des nuances pour chacun d’entre eux.
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Le mécanisme lésionnel élémentaire principal dans I'IRA correspond a I'apparition d’une ischémie
secondaire a une hypoperfusion rénale globale ou locale. Ce mécanisme est présent dans la plupart
des étiologies d’IRA avec une place prépondérante, bien que non exclusive, dans la plupart

55763 |’ischémie tissulaire rénale peut étre secondaire a divers

notamment les plus fréquentes
mécanismes inducteurs d’IRA qui s’associent souvent, a part variable dans chaque contexte et qui
vont déborder le systeme d’autorégulation permettant habituellement de maintenir une perfusion
suffisante >3, Ainsi I’hypoperfusion peut étre secondaire a une hypovolémie vraie (hémorragie,
déshydratation...), une hypovolémie efficace (insuffisance cardiaque, vasoplégie avec séquestration
volémique dans le secteur veino-capillaire en cas de cirrhose ou de choc anaphylactique/septique)
ou une augmentation des résistances intra-rénales secondaires a des anomalies macro-vasculaires
(obstruction macro-vasculaire artérielle ou veineuse...) ou microvasculaires (vasoconstriction en lien
avec la mise en jeu des mécanismes de réponse au stress, micro-thrombi intravasculaires diffus dans
des contextes de MAT ou CIVD, encombrement vasculaire par des cellules inflammatoires,
dysfonction endothéliale diffuse...) voire périrénales (augmentation des pressions périrénales en lien
avec syndrome du compartiment abdominal, un hématome intra-capsulaire ou un cedeme tissulaire
majeur) *%. L'ischémie peut aussi n’avoir aucun lien avec une réduction du débit sanguin rénal mais
étre secondaire a une inadaptation de la distribution de celui-ci aux besoins tissulaires secondaires a
des anomalies microvasculaires *®°%6364 Bien que I'ischémie soit souvent I'un des mécanismes
Iésionnels initiaux, elle représente aussi un mécanisme d’amplification secondaire quel que soit le
mécanisme initial de I'IRA 78 Le tissu rénal siége de lésions va accumuler des altérations

58,63

pourvoyeuses d’ischémie telles I’cedéme interstitiel >>%%3, un infiltrat inflammatoire interstitiel ou

55-58

vasculaire , une vasoconstriction rénale secondaire a l'altération endothéliales (réduction du

tonus vasodilatateur par exemple par réduction de la production de NO ou augmentation de la

55586567 ou encore des

vasoconstriction via par exemple la production d’endothéline)
microthromboses secondaires a une dysfonction endothéliale et/ou une coagulopathie locale
5566368 Ajnsi, au sein du parenchyme rénal lésé, une ischémie va apparaitre, s’aggraver et souvent
persister indépendamment du mécanisme lésionnel initial aggravant secondairement les |ésions
tissulaires >>8, Cette ischémie entraine d’une part un défaut d’apport en substrats essentiels au
fonctionnement cellulaire mais également un défaut d’élimination des déchets issus du métabolisme
ayant des effets potentiellement toxiques (acides organiques...). Ces conséquences vont induire une
souffrance des différents compartiments a laquelle les cellules vont tenter de s’adapter voire, quand

558 (C’est en particulier bien documenté pour le

les capacités d’adaptation sont dépassées, mourir
déficit d’apport en dioxygene, responsable d’une hypoxie tissulaire, un des acteurs majeurs de la
physiopathologie des IRA mais aussi des MRC %64, Celle-ci agit principalement en empéchant la

production énergétique aérobie habituellement dominante dans certaines cellules notamment de
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I’épithélium tubulaire >”%°. Ce déficit de production énergétique va jouer un rdle clé dans |'apparition
de multiples anomalies cellulaires (dédifférenciation, mort cellulaire par apoptose voire nécrose,
modulation de l'inflammation...) potentiellement responsable des Iésions comme nous le
détaillerons plus tard °’. D’autres conséquences de l'ischémie existent (accumulation d’acide
lactique, accumulation d’autres déchets organiques...) mais leur réle dans la pathogénie de I'IRA est
moins clairement étudié et semble moins prépondérant voire méme protecteur. Les cellules
épithéliales tubulaires proximale (S3) et de la branche ascendante large de I'anse de Henlé, située a
la jonction cortico-médulaire sont particulierement vulnérables aux conséquences de I'ischémie
notamment I’hypoxie >>6154%° Cette vulnérabilité est principalement attribuable a leurs forts besoins
énergétiques, dépendant d’une production essentiellement par métabolisme aérobie sans
machinerie glycolytique capable de compensée >>>7548970 ‘Jeyr permettant d’assurer la réabsorption

active du sodium 165>57.69,71

. Néanmoins, elle est aussi attribuable a la précarité de l'apport en
oxygene dans cette région secondaire a I'architecture vasculaire rénale (agencement en série, shunts
vasculaires vrais, proximité artérioveineuse agencée a contre-courant permettant des shunts
diffusifs, agencement 3D avec manque de proximité entre I'épithélium de ces régions et les
structures vasculaires...) 616472775 et 3 des capacités d’adaptation réduites 5#76, Les conséquences de
I'ischémie tissulaire sont susceptibles d’étre aggravées par des facteurs ou mécanismes associés en
lien avec le terrain sur lequel survient I'agression. A titre d’exemple I’hypoxie tissulaire peut étre

ST7179 oy I’hypoxémie

aggravée par des facteurs réduisant le contenu sanguin en O; telle 'anémie
lié a une maladie respiratoire chronique ou encore des antécédents a 'origine d’une plus grande
précarité vasculaire comme la présence d’'une maladie rénale chronique avec fibrose et raréfaction
capillaire sous-jacente **8%8 De la méme maniére certains traitements jouent un réle inhibiteur sur
les mécanismes d’adaptation du rein a I’'hypoperfusion, tels les AINS ou les antagonistes du SRAA ou

encore les anti-calcineurines'®, sensibilisant le rein a une éventuelle agression ischémique.

Un deuxiéme mécanisme lésionnel fréquent correspond a une lésion toxique directe exercée par
une substance anormalement présente dans ce contexte d’agression. |l correspond a un mécanisme

Iésionnel principal dans de nombreuses étiologies notamment la toxicité de certaines médicaments

83

) ®, la néphropathie induite par les produits de contrastes %, la

(vancomycine, aminosides

60,84 59,85

rhabdomyolyse , la tubulopathie myélomateuse ou certains sepsis (endotoxines) 3. Les
substances toxiques en causes peuvent soit étre endogenes (chaines légeres, myoglobine...) soit
exogenes (endotoxines bactériennes, médicaments, produit de contraste...). Cet effet toxique peut
porter sur I'ensemble des populations ou structures cellulaires du néphron mais I'épithélium

>9,60.82-85 || est le premier segment au

tubulaire notamment proximal est encore la cible principale
contact de la substance et présentent des capacités d’endocytose notamment dépendantes du

couple Mégaline/Cubuline, qui induisent une importation massive de la substance toxique en
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intracellulaire *°. Le mécanisme le plus fréquent correspond a l'induction indirecte de lésions

spécifiques, notamment via la production de ROS aprés accumulation lysosomale. Ces ROS vont

induire diverses réactions cellulaires, par exemple une dédifférenciation avec dysfonction *°,

I'activation de la production de médiateurs inflammatoires exercant des effets toxiques 59848,
I'induction d’altérations mitochondriales et du métabolisme > ou encore I'induction de phénoménes
de mort cellulaire programmée ou non 8284®%7 |3 |ésion peut aussi étre secondaire a une action
directe de la substance induisant des modifications déléteres sur les composants des cellules cibles

telle des peroxydations membranaires pour la myoglobine 4. L’ensemble de ces lésions vont induire

une souffrance épithéliale et tissulaire a I'origine de la cascade physiopathologique de I'IRA.

Un autre mécanisme lésionnel clé dans la physiopathologie de FIRA est la survenue d’une
inflammation intra-rénale >°>°%°808 Cette inflammation est parfois un mécanisme lésionnel initial
dans ces cas ol le mécanisme d’agression correspond a I'action d’une substance endogéne ou
exogene jouant le réle d’'un DAMPS (Damage Associated Molecular Patterns) ou d’un PAMPS
(Pathogen Associated Molecular Patterns) activant directement une inflammation intra-rénale. A
titre d’exemple on pourra citer la rhabdomyolyse ou I’hémoglobinurie, la tubulopathie

85556586088 Méme en dehors de ces situations,

myélomateuse, ou encore certains sepsis
I'inflammation est activée indirectement et joue toujours un réle clé d’amplificateur des dommages.
Le tissu rénal agressé, notamment I’épithélium, va libérer des DAMPS (ATP, HSP, ADN, Histone...) par
sécrétion ou par libération de son contenu intracellulaire a la suite d’un processus de mort cellulaire,
en particuliers par nécrose 8°, Ces DAMPS/PAMPS vont activer une réponse inflammatoire innée
locale, via des récepteurs (notamment des familles TLRs : Toll-Like Receptors/NOD-like R : Nucleotide
Oligomerization Domain like Receptors) spontanément présents sur divers types cellulaires et induire
une production, notamment par les cellules épithéliales et les cellules immunes résidentes (Cellules
dendritiques, macrophages résidents), de médiateurs proinflammatoires et chémoattractants
55888 Ces médiateurs vont agir localement sur les différents acteurs cellulaires induisant une
activation des cellules immunitaires innées ou adaptatives résidentes, des altérations endothéliales
avec en particuliers augmentation de I'expression de certaines molécules d’adhérence (ICAM1,
Sélectines) ou encore induire une dédifférenciation ou la mort cellulaire des cellules épithéliales
amplifiant le phénoméne >>888991 | 3 |ibération de ces médiateurs, notamment les chémokines (Ccl2,
Ccl5, CxCL1, CX3CL1...), en synergie avec les modifications locales notamment I'augmentation des
capacités d’adhérence de I'endothélium, va aussi permettre le recrutement de cellules immunes
circulantes initialement innées (PNN puis macrophages puis NK) puis également acquises
(Lymphocytes T +/- B) qui infiltrent le parenchyme rénal >>°%889 Cette inflammation, impliquant

tous les acteurs de I'immunité, va participer a la souffrance tissulaire et la formation des lésions par

des mécanismes variés (libération de cytokines pro-inflammatoires génératrices de mort cellulaire
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ou de dysfonction mitochondriale par exemple, ROS, cytotoxicité directe via perforine/Granzyme de
certaines cellules...). Cela explique le bénéfice obtenu dans de nombreuses études expérimentales
lors de la déplétion d’une ou plusieurs de ces populations cellulaires inflammatoires >%°8892797 yn
cas particulier d’IRA avec un mécanisme un peu différent et encore mal compris correspond aux
néphropathies tubulo-interstitielles aigués ou certaines maladies infiltratives tumorales

(lymphome...) ou non (sarcoidose...). Dans ces situations, I'afflux de cellules immunes induisant une

inflammation locale est I'événement primaire sans participation initiale de DAMPS/PAMPS.

Enfin, un dernier mécanisme lésionnel fréquemment rencontré en contexte d’IRA correspond a
l'accumulation d’une substance pathogéne, principalement dans la lumiére tubulaire en contexte
aigu (obstruction intra-tubulaire). Ce mécanisme lésionnel est en lien avec la précipitation intra-
tubulaire d’une substance la plupart du temps endogéne (hémoglobine, myoglobine, chaines
légeres, bilirubine, cristaux oxaliques ou phosphocalciques ou uriques) plus rarement exogene
(cristaux médicamenteux type indinavir, amoxicilline ou acyclovir) *>%%%, La substance peut provenir

16,59,60,84,99

de la circulation via une filtration glomérulaire mais aussi a une libération tubulaire directe

16, Cette précipitation se déroule principalement dans le tubule distal en raison de la plus forte

concentration et acidification des urines a ce niveau *°.

La précipitation est permise par le
dépassement du seuil de saturation en lien avec la conjonction d’'une concentration urinaire
importante de la substance, d'un flux urinaire réduit (réduction filtration, augmentation de la

16,5960 ot d’autres

réabsorption), de la présence de cofacteurs de précipitation comme I'uromoduline
facteurs biochimiques locaux tels que le pH *9¢%%, Ce mécanisme participe a la genése initiale des
Iésions dans de nombreuses étiologies. On citera a titre d’exemple la rhabdomyolyse (précipitation
de myoglobine dans la lumiére tubulaire) 98%% les tubulopathies a cylindres myélomateux
(précipitations de chaines légéres libres) *°8 ou encore les néphropathies cristallines (précipitations
de cristaux d’oxalate de calcium, d’'urate monosodique, de phosphate de calcium ou de médicaments
comme I"amoxicilline, I'indinavir ou I’acyclovir) %%, Il sert également de mécanisme d’amplification
des lésions dans la plupart des étiologies via la formation de cylindres épithéliaux secondaires a la
souffrance tubulaire. En effet, les cellules épithéliales tubulaires peuvent subir un processus de mort
cellulaire aboutissant a la libération de débris dans la lumiére. Sans forcément mourir, les cellules
tubulaires agressées peuvent également étre libérées vivantes dans la lumiére du fait d’'une perte
d’adhérence a la membrane basale secondaire a la désorganisation de leur cytosquelette d’actine et
la mauvaise redistribution des intégrines membranaires. Ces débris et cellules non adhérentes
peuvent s’accumuler et former de véritables cylindres épithéliaux intra-tubulaires présents dans la
plupart des IRA 1% La pathogénicité de ces précipitats ou cylindres tubulaires est claire dans la
plupart des étiologies. Elle résulte de la combinaison d’un effet obstructif mécanique, d’un effet

cytotoxique direct de la substance sur I'épithélium de voisinage ou encore d’un effet pro-
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inflammatoire potentiellement majeur 698489 plysieurs facteurs favorisants liés au terrain ou aux
autres mécanismes lésionnels peuvent favoriser la formation de ces précipitats. A titre d’exemple on
peut évoquer la réduction du flux urinaire (réduction filtration et augmentation réabsorption)
secondaire a I'hypovolémie ou l'acidification des urines (apport alimentaire ou intra-veineux,

augmentation de la charge acide) *°.

Bien d’autres mécanismes peuvent étre décrits au-dela de ces quatre grands mécanismes lésionnels
élémentaires avec des roles plus ou moins clairs dans la physiopathologie. De méme des nuances peuvent
étre faites en fonction de chaque étiologie sur les moyens de mise en ceuvre de ces mécanismes mais nous
ne détaillerons pas cela ici. Il convient également de garder a I'esprit que tous ces mécanismes sont

étroitement intriqués et leur séparation est purement artificielle pour des besoins de simplification.
Modéles expérimentaux d’IRA

Pour explorer la physiopathologie des IRA, il est possible de s’appuyer sur des modeles expérimentaux
d’agression associant a parts variables ces mécanismes lésionnels élémentaires. Ceux-ci restent imparfait
mais offrent des possibilités d’exploration et d’intervention importantes. Le plus simple correspond aux
approches in vitro, évaluant les effets de I'exposition de différentes populations cellulaires (épithéliales
principalement d’origine tubulaire proximale, cellules immunitaires, cellules endothéliales...lignées ou
cultures primaires, iPSC derived cells) a ces mécanismes Iésionnels élémentaires censés mimer I’agression in
vivo (hypoxie, DAMPS type myoglobine/hémoglobine, PAMPS type LPS, néphrotoxiques type gentamicine,

) 101~

cytokines inflammatoires 103, Ces expérimentations représentent des méthodes indispensables pour des

1017103 Néanmoins ce type d’exploration,

explorations préliminaires ou des explorations mécanistiques
présente de nombreuses limites rendant leur interprétation difficile (cellules non physiologiques, absence
d’interaction entre les populations cellulaires, absence d’architecture 3D, agression simpliste ne reflétant pas
les multiples mécanismes impliqués in vivo...) 122192194 De nouvelles techniques recréant des architectures
tissulaires 3D plus proches du tissu rénal ont été développées °19%1% Malgré tout, ces modeéles restent trés

imparfaits n’assurant en rien une quelconque transférabilité, ce qui justifie la nécessité absolue d’une

validation in vivo.

Un peu plus complexe, divers modeéles animaux in vivo plus ou moins élaborés sont disponibles. Plusieurs
animaux peuvent étre utilisés de la classique souris, facile d’utilisation mais avec des différences
physiologiques rénales notables par rapport a I’'homme, a d’autres modeles se voulant plus proche mais plus
lourds & mettre en place (chien, cochon...) ¥192103106 Ces animaux peuvent étre soumis a différents modeéles,
le plus classique étant I'ischémie reperfusion par clampage des arteres rénales (IRl) mais d’autres sont
possibles (glycérol, LPS, cisplatine...) 83102103.106107 | 4 encore, bien que plus proches de la réalité, ces modéles
restent trop simplistes/purs comparativement aux agressions en pathologie humaine qui sont souvent

multifactorielles. De plus, la volonté de constater une altération fonctionnelle, notamment sur certaines
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especes extrémement résistantes a I'image de la souris, a abouti a I'utilisation de modeles agressifs d’IRA
dans lesquels I'adaptation est forcément dépassée et qui ne correspondent pas a la réalité clinique observée
chez 'lhomme. Il est important de garder a l'esprit que ces modeles expérimentaux sont des moyens
intéressant de fournir des résultats préliminaires. Cependant ils demeurent insuffisants pour tirer des
conclusions généralisables comme le montre leur contribution finalement assez faible aux progres dans la

prise en charge de I'IRA ces derniéres années 103108109,

Application a la pathologie humaine : 'exemple de I'IRA aprés chirurgie cardiaque avec CEC

En pathologie humaine, I'IRA peut aussi étre considérée comme les résultats de I'association d’un ou
plusieurs de ces mécanismes lésionnels élémentaires. Un exemple d’IRA, fréquemment utilisé en recherche
clinique, notamment dans le cadre de cette thése, correspond a la chirurgie cardiaque avec circulation extra-
corporelle. Cette IRA présente plusieurs avantages en faisant un véritable modele d’agression programmée

particulierement pratique pour les activités de recherche :

- ce sont des chirurgies relativement fréquentes permettant le recrutement de cohortes importantes avec

un nombre méme réduit de centres.

- I'incidence de I'IRA est variable suivant les critéres mais souvent importante (20-30%) permettant d’obtenir

un nombre d’événements correct sans nécessité d’une immense cohorte 62,

- elle posséde une grande importance clinique du fait de I’association au pronostic 5262,

- il s’agit d’'un modele multifactoriel complexe qui présente des caractéristiques communes avec de

nombreuses autres causes d’IRA 6162,

- du point de vue logistique, il s’agit d’'une agression programmée avec une procédure relativement
standardisée comprenant un suivi étroit en réanimation facilitant la collection des informations et

échantillons voire les interventions thérapeutiques.

La physiopathologie de I'IRA secondaire a une chirurgie cardiaque sous CEC est encore incompléetement
comprise. Comme toutes les étiologies en vie réelle, elle est relativement complexe avec implication de
plusieurs mécanismes lésionnels élémentaires a la fois pendant la période per-opératoire mais aussi post-

86162 |’induction d’une ischémie rénale est I'un des mécanismes

opératoire surtout en cas de complications
principaux. Elle est secondaire a de multiples phénomeénes agissant en synergie pour réduire globalement ou
localement la perfusion rénale : hypotension peropératoire sur vasoplégie (inflammation, neurosédation...)
ou hypovolémie (saignements), dysfonction cardiaque droite et gauche post-opératoire (bas débit et
congestion veineuse), modification du régime de pression de perfusion per-CEC (continu vs pulsatile), mise
en jeu spontanée ou pharmacologique des mécanismes de réponse au stress induisant une vasoconstriction

rénale (catécholamines, SRAA, scavenging NO, endothéline 1...), microembols périphériques (thrombotiques

ou de cholestérols) secondaires a la bio-incompatibilité du circuit de CEC (inflammation, activation de la
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coagulation intrinséque...) et aux manceuvres vasculaires (clampage, cathéterisation...) ou encore la
réduction du contenu sanguin en dioxygene secondaire a I'anémie (hémolyse, hémodilution, saignement)
8,57,61,6277-719110 | Yinflammation systémique et rénale est également un mécanisme essentiel. Son origine bien
gu’incompletement comprise est la encore plurifactorielle : bio-incompatibilité des composants du circuit de
CEC, hémolyse avec stress oxydatif et Iésions tissulaires génératrices d’inflammation, ischémie rénale et
systémique avec inflammation secondaire. Elle induit I’activation des effecteurs circulant de I'inflammation
(cytokines, complément, cellules immunes principalement innées...) provoquant notamment des |ésions
endothéliales. Elle induit également un infiltrat inflammatoire rénal aggravé par la production de signaux
chémoattractants locaux secondaires a la souffrance tissulaire %2, Enfin, un dernier mécanisme important
correspond a une véritable néphropathie pigmentaire. Elle résulte de la libération massive d’hémoglobine
libre secondaire a une hémolyse dans le circuit de CEC (incompatibilité, thrombus pariétaux et circulants,
effet mécanique de cisaillement des pompes/tubulures/filtres). Cette hémoglobine libre va, aprés
consommation complete de I’haptoglobine circulante empéchant habituellement sa filtration glomérulaire,
passer dans 'urine et générer des lésions tubulaires par toxicité épithéliale directe (stress oxydatif lié a la
structure héminique notamment) et formation de précipitats intra-tubulaires ®%2. La participation d’autres
mécanismes est certaine surtout en cas de complication associée a I'image de la toxicité médicamenteuse

directe liée aux produits de contrastes en cas d’imagerie ou a certains antibiotiques en cas d’infection 2.

Ce modele complexe correspond donc a un bon exemple et une base d’exploration avant transfert a d’autres
contextes. Néanmoins, chaque contexte pathologique étant particulier, notamment par les mécanismes mis

en ceuvre, il est fréquent que les conclusions obtenues ne soient pas généralisables.

A.2. Réponse tissulaire rénale a I'agression, de I’adaptation a la Iésion :

Exposé a cette agression de maniere hétérogene, le tissu rénal va subir un stress variable touchant tous les
compartiments cellulaires (endothélium, podocytes, épithélium tubulaire, péricytes, cellules immunitaires
résidentes...). L'ensemble des cellules de chaque compartiment vont répondre a ces différents mécanismes
Iésionnels avec des moyens dépendant du type cellulaire, de I'agression et de la réponse des autres types
cellulaires. Le terrain peut, la encore, avoir un réle en favorisant ou limitant les capacités d’adaptation
tissulaire. (Figure 5) Bien que chaque compartiment joue un réle et interagisse avec les autres, I’épithélium
tubulaire tient un role prépondérant en particulier celui du tubule proximal. C’est pour cela que nous nous

sommes focalisés sur ce compartiment durant cette thése 26891117113,
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Agression

Mécanismes lésionnels
Terrain
(Facteurs génétiques,
Comorbidités,
Capacité maximale de filtration,
Traitements, ... )
Stress tissulaire
; . e Autres types
Cellules Epithélium Endothélium R
. - cellulaires
inflammatoires

(résidentes ou circulantes)

Conséquences
tissulaires

Figure 5 : Représentation schématique de la réponse tissulaire a I’agression.

Cette réponse essaie de limiter les lésions et 'altération fonctionnelle fixée qui lui est associée a I’échelle
tissulaire. Cependant certains de ces mécanismes peuvent étre a double tranchant. Pour limiter ces lésions,
ils sont susceptibles d’étre déléteres a I’échelle cellulaire ou méme d’aggraver I'altération fonctionnelle a
court termes. De plus, quand ceux-ci sont mis en jeux de maniére inadaptés ou sont dépassés, ils peuvent
avoir un effet aggravant sur les Iésions tissulaires. Ainsi, il existe un gradient continu de réponse entre
I’adaptation physiologique au stress et le dépassement complet de celle-ci avec a I'extréme I'induction d’une

mort cellulaire incontrolée.

De nombreux mécanismes adaptatifs principaux peuvent étre identifiés. Nous en avons choisi 4 en raison de
leur lien potentiels avec le reste de I'exposé, mais d’autres pourraient étre conceptualisés. La encore, au-
dela de la séparation artificielle forcée pour des besoins didactiques, ces mécanismes adaptatifs sont
étroitement intriqués au cours de I'IRA et au final la réponse globale est un mélange a part variable de

I’ensemble de ces mécanismes adaptatifs.
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e Un premier élément central de la réponse épithéliale a I’agression correspond a I'adaptation de

son métabolisme notamment énergétique.

Ce domaine, longtemps négligé en contexte d’IRA notamment en raison de limites techniques, fait I'objet
d’une attention croissante depuis quelques années. Au-dela de permettre de maintenir une production
énergétique il est de plus en plus vu comme un élément important dans la régulation du comportement

épithélial, jouant le réle de chef d’orchestre des autres mécanismes adaptatifs. (Figure 6)

; Cytokines
Ischémie . i 2 ROS Autres
inflammatoires
Adaotatt Stress
el métabolique
\ PGC-1a
HIF-1
’ “ \0PA1/MFN ’ DRP1
’ PINK/PARKIN ; AMPK/ULK ; BNIP3
Réorganisation Dysfonction
Activation mitochondriale IE)ysfoncthn T ol
EIYCOIVSE (reduction biogénsése, fission, mitochondriale datif
augmentation mitophagie) oxydati
SN — 9 ros — P ros
ic si - ATP
— ’ Lactates — \ Proapoptotic signals — ’ Proapoptotic signals \
Intégration
- ATP
- Lactates
- Proapoptotic signals
- ROS
Viabilité Prolifération SANATCETe
/ Différenciation / inﬂgmmaroires
Mort cellulaire Cycle cellulaire

Figure 6 : Stress et réponse métabolique épithéliale a la phase aigiie de I'agression comme un régulateur
du comportement épithélial. ROS : Reactive oxygen species ; ATP : Adénosine triphosphate ; HIF-1a : Hypoxia
inducible factor 1 a ; PGC-1a : Peroxisome proliferator-activated receptor gamme coactivator 1 a ; DRP1 : Dynamin-
related protein 1 ; OPAL : Optic atrophy 1 ; MFN : Mitofusins ; PINK : PTEN-induced putative kinase 1 ; AMPK : AMP
dependent kinase ; ULK : Unc51 like autophagy activating kinase ; BNIP3 : BCL2 interacting protein 3.

34



En condition normale, le rein est un organe avec une forte consommation d’ATP au méme titre que le cerveau
ou le coeur. Cette consommation est particulierement importante au sein de I'épithélium tubulaire
(notamment le tubule proximal), pour assurer ses fonctions de réabsorption actives ®'*, La production
énergétique peut étre assurer via différentes voies dont la participation est variable suivant le type cellulaire
et sa localisation. (Figure 7) Ainsi les cellules glomérulaires et endothéliales, principalement impliquées dans
des phénomenes passifs de filtration s’appuient essentiellement sur la glycolyse. Il en va de méme pour le
tubule distal ou le canal collecteur mais |3, plus pour des raisons de faible disponibilité en dioxygene dans ces
régions. Le tubule proximal et la branche ascendante large de I’'anse de Henlé, du fait de leurs fortes
demandes énergétiques, utilisent principalement une production aérobie par phosphorylation oxydative
mitochondriale avec les acides gras comme substrat principal mais non exclusif ¢>>  La production
énergétique de chaque segment est permise par la présence d’une machinerie adaptée. Ainsi les cellules
glycolytiques possédent un réseau mitochondrial réduit, fragmenté et une forte expression des enzymes
glycolytiques. A l'inverse, les cellules oxydatives, notamment tubulaire proximales, possédent une
machinerie glycolytique réduite mais un réseau mitochondrial tres développé et ramifié dont la bonne
fonction est maintenue par un équilibre dynamique étroitement régulé entre biogénese, dynamique

mitochondriale (fusion, fission) et mitophagie 911411,

CoA ‘/ NAD + ADP
! Glycolyse
FAD + NAD lactates ¥ Pyruvate < I
Desamination
l /
B-Oxydation Decarboxylation
/ — > Acetyl-CoA <«

/ NAD + FAD + ADP/GDP

Cycle de Krebs

\ NADH + FADH2 + ATP/GTP
+H20 + CO2

02+ ADP

Phosphorylation
Oxydative

Co2 "~ NAD + FAD + ATP

Figure 7 : Représentation schématique des différentes voies du métabolisme bioénergétique cellulaire
(eucaryote).
A noter que seule la glycolyse suivie de fermentation lactique, est indépendante de la mitochondrie et de Ia

présence de dioxygene.
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Lors de la plupart des formes d’agressions, les cellules subissent un stress métabolique intense sous I'effet
des modifications du micro-environnement notamment I'hypoxie tissulaire mais aussi d’autres facteurs
(cytokines pro-inflammatoire ou PAMPS altérant la fonction mitochondriale) entrainant un blocage de la
chaine respiratoire. Ce stress métabolique va imposer le recours a une production énergétique reposant sur
un meétabolisme glycolytique anaérobie prédominant ou exclusif. Sans effet majeur sur les cellules
glycolytique en conditions basales, ce stress impose une réorientation (ou switch) métabolique majeure aux

cellules oxydatives, dont les cellules épithéliale tubulaires proximales.

La tentative d’adaptation fait intervenir divers mécanismes dont la plupart n’ont pas d’effets immédiats, ce
qui limitent les capacités d’adaptation cellulaires a une agression aigue. C’'est dans cette optique qu’un pré-
conditionnement permettant I'adaptation de I'appareil en amont peut théoriquement avoir un bénéfice.
Plusieurs travaux ont montré le potentiel bénéfice de telles approches '8 Un premier mécanisme,
probablement le plus connu, repose sur le systeme HIF (Hypoxia inducible factor). En condition normale HIF-
la, spontanément exprimé, est immédiatement hydroxylé par les prolylhydroxylases (PHD) permettant sa
reconnaissance par l'ubiquitine ligase VHL (von-Hippel-Lindau) et son adressage au protéasome pour
dégradation. Lors d’une hypoxie, I’activité des PHD est inhibée, induisant la stabilisation de HIF-1a. Apres
dimérisation avec HIF-1B, il est transporté vers le noyau et agit sur des séquences régulatrices spécifiques
(Hypoxia Response Element HRE) modulant I’expression des genes cibles. Cette voie peut aussi étre activée
de maniére indépendante de I'hypoxie par certains DAMPS/PAMPS/cytokines via une stimulation de la
traduction, dépassant les capacités d’élimination par le protéasome. L’activation de ce systtme module
I’expression d’un grand nombre de genes. Notamment il induit I’'expression de différentes enzymes clés de

la glycolyse permettant d’adapter la machinerie bioénergétique 769115119120,

Un autre également de grande importance correspond a PGC-1a. Celui-ci voit son expression étroitement
régulée en contexte d’IRA avec une diminution d’expression initiale puis réactivation pendant la phase de
récupération. Cette régulation est dépendante de nombreux facteurs notamment le systeme HIF mais aussi
I’effet de certaines cytokines pro-inflammatoires par exemple. Il possede des fonctions multiples mais joue
en particulier un réle clé dans la stimulation de la biogénése mitochondriale (notamment via I’expression des
enzymes du métabolisme énergétique). La baisse de son expression participe a la réduction du pool

mitochondrial mais favorise aussi I’'accumulation de mitochondries dysfonctionnelles 8114121,

Dans les cellules oxydatives, ce switch métabolique s’accompagne d’une réorganisation de I'appareil
mitochondrial. Ainsi le réseau arborescent et dense basolatéral va se fragmenter, diminuer en volume et
accumuler un certain nombre de mitochondries anormales (effacement des crétes, gonflement)
69,114,119,121,122 ' 5 réorganisation du réseau mitochondrial est secondaire a la survenue simultanée de plusieurs

mécanismes a la fois adaptatifs et Iésionnels. Certaines agressions (stress oxydatif, hypoxie) induisent des
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dégats mitochondriaux directs rendant les mitochondries potentiellement déléteres (perte de potentiel
membranaire, induction d’apoptose, production de ROS). Des mécanismes adaptatifs sont aussi mis en jeux
pour tenter d’adapter cet appareil avec des effets parfois ambigus (réduction de la biogenése empéchant le
renouvellement mais aussi la “réparation” mitochondriale avec une place prépondérante de PGC-1a,
changement la dynamique mitochondriale au profit de la fission aboutissant a la fragmentation du réseau en
lien avec 'augmentation de I'activité DRP1 et réduction de I'activité mitofusines/OPA1, mitophagie accrue

réduisant le pool mais insuffisante pour éliminer toutes les mitochondries dysfonctionnelles produites)

69,114,119,121

Cette réorganisation compléte du métabolisme énergétique et de I'appareil mitochondrial a pour objectif
principal d’éviter le développement d’un déficit énergétique cellulaire et I'accumulation de mitochondries
altérées condamnant la cellule a une perte fonctionnelle compléte voire a la mort cellulaire. Au sein des
cellules glycolytiques a I'état de base, les changements sont marginaux et I’adaptation est souvent bonne.
Par contre, au sein des cellules oxydatives, 'adaptation est rapidement dépassée ne pouvant compenser la
perte de production énergétique en raison d’une machinerie cellulaire inadaptée pour une glycolyse
intensive et remanier efficacement I'importante machinerie mitochondriale. Ces cellules vont donc voir leur
production énergétique s’effondrer induisant un déficit intracellulaire en ATP, mais aussi I'accumulation de
précurseurs (acides gras non estérifiés) /métabolites terminaux (lactates) ou encore accumuler un grand
nombre de mitochondries altérées aux effets délétéres (libération cytochrome et déclenchement des
phénoménes de mort cellulaires) 9114115123124 Ay-deld de permettre la survie cellulaire en cas d’adaptation
efficace, la réorientation du métabolisme est désormais considérée comme un régulateur important des
autres fonctions épithéliales (régulation des changements phénotypiques et de la différenciation, régulation
de la prolifération via I'apport de précurseurs indispensables, acidification du milieu et augmentation de la
résistance cellulaire) la plagant comme un chef d’orchestre de la réponse épithéliale. Néanmoins, cette
réorientation, méme sans se retrouver dépassée, peut avoir des effets latéraux délétéres (accumulation de
précurseurs toxiques a I'images des acides gras non estérifiés, modification de la disponibilité en substrat de

I’environnement modulant le phénotype des cellules avoisinantes notamment inflammatoires...) 89114125126

Apres cette phase d’adaptation, les cellules survivantes vont devoir étre capables de retourner vers un profil
métabolique normal nécessitant la reconstitution d’un appareil mitochondrial fonctionnel. C’'est a ce stade

69,118,121 LI

que PGC-1a jouerait un réle majeur absence de réorientation, comme nous le verrons plus tard est

associé a I’émission de signaux pro-fibrosant et la transition vers la MRC 89115119,

e Une deuxiéme réponse épithéliale a I'agression correspond a une modification de I'état de

différenciation.

Cette réponse est mise en ceuvre rapidement apres I'agression, quelle que soit la nature de celle-ci. Elle

touche I'épithélium de maniére trés inhomogéne en fonction notamment du compartiment tissulaire, du
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segment d’origine (principalement le tubule proximal) mais aussi entre les cellules au sein d’'un méme
segment >>127128 |’grigine de ce changement de différenciation est secondaire a de multiples mécanismes
certains actifs (signaux spécifiques induits par le stress type HIF/HSP, signaux environnementaux...) d’autres
subis, comme le déficit énergétique lié a |a réorientation métabolique >>%°, Le changement de différenciation
est souvent résumé a une dédifférenciation avec simple perte des caractéristiques épithéliales ®°. La réalité
est plus complexe car ces cellules en acquierent parfois aussi de nouvelles, originales, faisant de leur état

plus un nouveau phénotype par transdifférenciation (« mixed cells ») qu’une simple dédifférenciation %’

Ces changements cellulaires comprennent une perte de certaines caractéristiques notamment la perte des

127,129

marqueurs épithéliaux traditionnels , la disparition de la bordure en brosse et des villosités par

55,58,100,111 111,127
’

fragmentation et régression la perte d’expression des transporteurs , la perte de

55,111,130

I'organisation cytosquelette et de la polarisation ou encore la perte des propriété d’adhérence

intercellulaire et avec la membrane basale en lien avec des altérations d’expression des molécules

>>1297133  Ces anomalies, potentiellement bénéfiques (réduction

d’adhérence et d’organisation cellulaire
demande énergétique notamment), sont a 'origine de changements morphologiques (perte bordure en
brosse, morphologie arrondie, décollement intercellulaire et de la membrane basale, libération de cellules
ou de débris dans la lumiere tubulaire) et d’'une perte de fonction (perte de I'effet barriere, perte des
propriétés de réabsorption/sécrétion, décollement cellulaire et formation de cylindres épithéliaux).
Cependant, ces pertes s’associent a I'acquisition de nouvelles propriétés avec une orientation variable
suivant le contexte. A titre d’exemple, ces cellules vont pouvoir acquérir des propriétés phagocytaires via
notamment I'expression du récepteur KIM1 127134135 oy des propriétés pro-inflammatoires productrices de
chimiokines et cytokines 27136 On citera encore les propriétés de prolifération et migration a I'image des

cellules développementales %’

et bien d’autres. Il est important de noter que le nouveau phénotype obtenu
n’est pas strictement homogéne mais représente un continuum de variations possibles entre I'état de
différenciation épithélial normal et différents poles de transdifférenciation (phagocytaire, pro-

inflammatoires...) 1/,

Cette modulation de I'état de différenciation permet donc une réponse épithéliale adaptée pour tenter de
contrer au mieux les mécanismes lésionnels initiaux ou aggravant au prix d’une perte fonctionnelle. La
encore, lorsque I'atteinte est trop sévere ou étendue, la capacité d’adaptation est dépassée et ce mécanisme

participe grandement a l'altération fonctionnelle.
e Un autre mécanisme d’adaptation épithéliale a I’agression correspond a I’arrét du cycle cellulaire.

La prolifération des cellules eucaryotes se fait via la progression dans un cycle divisible en plusieurs étapes
successives (Figure 8). En conditions normales, la tres large majorité des cellules notamment rénales sont
quiescentes, en phase dite GO. Lors de l'initiation d’un cycle de prolifération, les cellules passent en phase

G1 durant laquelle elles croissent et mettent en place la machinerie nécessaire pour la réplication de I’ADN.
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Cette réplication est opérée durant la phase S. Une fois ’ADN correctement répliqué, la cellule rentre en
phase G2 permettant la duplication des autres composants cellulaires. Une fois cela réalisé, elles entrent en
phase M séparant le contenu nucléaire équitablement entre les deux cellules filles avant la séparation des
deux cellules (appelée cytodiérése). La transition entre les différentes phases est étroitement régulée par un
systeme de contrdle dynamique permanent, mais qui peut étre schématisé pas la présence de “checkpoints”
a la jonction des différentes étapes ol le cycle peut étre interrompu. On distingue classiquement cinq
checkpoints : GO/G1, G1/S, G2/M, intra-S et intra-M. Le franchissement des checkpoints est principalement
le fait de couples CDK (Cycline Dependent kinases) /Cyclines, capable de phosphoryler des effecteurs (Rb),
autorisant l'activation du programme génique propre a chaque étape. Les CDK sont exprimés
constitutivement mais ne s’activent qu’apres liaison aux cyclines, dont I’expression, variable et étroitement
régulée, conditionne la progression dans ce cycle. L'activité de ces couples est également régulée plus ou
moins directement par des inhibiteurs (Cycline dependent Kinase Inhibitors : p21, p53...) pouvant bloquer le
cycle, en cas de probléme détecté par des “sensors” spécifiques. Ce blocage donne alors a la cellule le temps

d’opérer les réparations nécessaires avant la reprise du cycle. En cas d’impossibilité de réparation, la cellule

137,138

subit généralement un processus de mort cellulaire programmé

Figure 8 : Représentation schématique du cycle cellulaire et de ses régulateurs.

(Extrait de Moonen et al. 2018 *%7)

En condition basale, la prolifération de I'épithélium rénal est faible mais présente, notamment au niveau du
tubule proximal, pour permettre le renouvellement cellulaire. Cette prolifération est par contre fortement

induite aprés agression pour permettre la réparation/régénération tissulaire '*’. Lors de la phase initiale
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d’une agression, la progression dans le cycle cellulaire est inhibée. Plusieurs signaux de stress cellulaires
(Iésions de I’ADN, stress inflammatoire/hypoxique/oxydatif) sont détectés par des sensors plus ou moins
spécifiques (ATM ou Ataxia Telangiectasia Mutated par exemple pour les |ésions de I’ADN). Ces sensors vont
recruter des inhibiteurs du cycle tels la Checkpoint kinase 2, p53 ou P21 entrainant le blocage du cycle au
niveau de plusieurs checkpoints notamment G1/S et G2/M 37139143 Ce blocage adaptatif du cycle cellulaire
aurait un role cytoprotecteur a court terme pour limiter la souffrance tissulaire initiale. En effet, la
progression dans le cycle cellulaire est énergivore, consomme beaucoup de composants essentiels (acides
aminés, bases ADN ...) et peut aboutir a des cellules anormales en cas de dégats non réparés. En contexte
d’agression avec induction de divers dégats cellulaires et de carence en énergie voire en d’autres ressources,
la poursuite de ce cycle aggraverait la souffrance cellulaire, la mort cellulaire et I'inflammation intra-rénale
137139-143 " Cependant, la persistance du blocage est délétére avec apoptose, apparition d’un phénotype
épithélial pro-inflammatoire et pro-fibrosant pouvant participer a I'aggravation secondaire des lésions et |a

réparation fautive 37144,

e Enfin, un dernier mécanisme adaptatif correspond aux processus de mort cellulaire

La mort cellulaire est souvent a tort considérée comme le terme d’un dépassement des mécanismes
adaptatifs. Méme si elle représente en effet parfois I'aboutissement d’un échec de la réponse épithéliale a
I'agression, elle correspond aussi a un processus controlé avec un role adaptatif propre a I’échelle tissulaire
1% En effet, outre I"élimination cellulaire, ce processus peut avoir des réles bénéfiques dans de
nombreuses situations notamment le développement ou la réparation/régénération. Ainsi certaines formes
de mort cellulaire permettent un turn-over épithélial, d’anticiper une mort cellulaire inévitable en évitant
une destruction incontrélée de la cellule tres pourvoyeur d’inflammation, de limiter I'étendue de la
souffrance tissulaire en réduisant les besoins par élimination de certaines cellules voire méme d’induire des
signaux stimulant la prolifération et la réparation tissulaire (prolifération, mobilité cellulaire). Ce n’est que
lorsqu’ils surviennent de maniére excessive ou via des mécanismes anormaux, notamment fortement pro-
inflammatoires, qu’ils participent a la genese des lésions, a I'aggravation de celles-ci et a l'altération
fonctionnelle induite >>'#>'4¢_ Dans le cadre des IRA, des événements de mort cellulaire sont observés dans
la plupart des contextes, méme s’ils ne sont pas toujours au premier plan comme le laisserait penser les
dénominations histopathologiques. Ces phénoménes semblent jouer un réle important dans la constitution
des lésions et I'altération fonctionnelle induite >4’ Parfois leur organisation temporelle est décrite en
vague successive a I'image de ce qui est décrit dans d’autres modéles de régénération/réparation 8. Il est
cependant important de noter que sur ce point, il existe des discordances entre ce que I'on observe en
pathologie humaine et les modéles animaux, notamment une mort cellulaire fortement accrue dans les
modéles murins >>1%, Les événements observés en contexte d’IRA sont attribuables a divers mécanismes.
Historiquement, ces évenements ont longtemps été séparés en apoptose et nécrose. Cependant des avancés

récentes ont permis d’identifier 12 types de mort cellulaires. On sépare classiquement I'apoptose, les
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nécroses régulées (pyroptose, nécroptose, ferroptose...) et la nécrose passive, beaucoup de ces mécanismes

semblant étre mis en jeu a part variable dans I'IRA 3>147.149.150

L’apoptose est le mécanisme le plus anciennement identifié et le mieux étudié dans I'IRA. Ce processus de
mort cellulaire est actif et nécessite la consommation d’énergie sous forme d’ATP. Il s’Taccompagne de la
destruction organisée des structures cellulaires (dégradation ADN par DNAse, fragmentation organelles,
perte de polarité et organisation membranaires..) responsable de changements morphologiques
(condensation nucléaire, encoches membranaires et bebbling). Il aboutit a une fragmentation controlée de
la cellule en corps apoptotiques. Ces derniers, libérés dans I’environnement, sont rapidement éliminés par
les phagocytes car porteurs de signaux de ciblage (“Eat me”) >>145147.15L152 Cette modalité de mort cellulaire
controlée, a un profil peu inflammatoire en raison de I’'absence de déversement du contenu cellulaire et des
organelles dans le milieu environnant, expliquant les moindres effets délétéres sur le tissu adjacent 14>147:151-
153 Elle joue également un réle actif via la libération de certains médiateurs a effets paracrines qui
permettent d’adapter le comportement des cellules environnantes. Suivant le contexte et I’environnement,
les signaux émis peuventinduire la mort cellulaire, la prolifération ou faciliter la mobilité cellulaire nécessaire

145,151,152 LI

a la réparation apoptose est initiée dans I'IRA via les deux voies disponibles, intrinséque et

5145152 | "activation de I'apoptose par voie intrinséque fait intervenir un ensemble de

extrinséque
mécanismes initiateurs résultants d’une souffrance cellulaire (Iésion de ’ADN génomique, stress oxydatif,
déplétion modérée en ATP, altération mitochondriale...). Ces mécanismes agissent via la modulation directe
ou indirecte (p53, GSK3pB) de la balance entre des facteurs pro (Bax, Bak) ou anti-apoptotiques (Bcl2, Bcl-XL...)
de la superfamille BCL2. La perturbation de la balance est intégrée par la mitochondrie, organelle clé dans la
régulation intrinseque de I'apoptose. Ainsi, quand la balance pro-apoptotique bascule en faveur de
I'induction d’une apoptose, il y a convergence de plusieurs mécanismes (assemblage d’un complexe de
perméabilisation membranaire externe (MOMP) mitochondrial, dépolarisation membranaire, augmentation
de I'activité des transporteurs) autorisant la libération de facteur pro-apoptotique notamment le cytochrome
C. Celui-ci, apres combinaison avec APAF1 dans le cytosol, lie 'une des caspases initiatrices intrinseéques
(Caspase 9) >>145:147.1517154 | "activation de I'apoptose par voie extrinséque est en lien avec la présence d’un
ou plusieurs signaux inducteurs dans I’environnement de la cellule, soit portés par certaines cellules (FasL...)
soit solubles (TNFa, TRAIL...). Ces ligands se fixent sur un récepteur spécifique appartenant a la famille des
Death Receptor (DR : Fas/CD95, TNFR1, TRAILR12...). Les récepteurs activés par liaison se trimérisent
permettant le recrutement, via le death domain intracellulaire, de protéines adaptatrices. Celles-ci lient alors
directement les caspases initiatrices extrinséques (Capsase 8/10) et permettant leur activation par auto-
clivage. L’activation de ces récepteurs et la formation de ces complexes a également un effet modulateur sur
la disponibilité de certains facteurs anti-apoptotiques (Bcl2) facilitant aussi I’activation de I’'apoptose par voie

intrinséque >145:147.1517153 'Apras jnitiation par de I'une des deux voies, les caspases initiatrices activées vont
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cliver et activer des caspases effectrices (Caspase 3/7) qui vont activer les mécanismes terminaux impliqué

dans 'apoptose (fragmentation de I’ADN...) 5>145:147,151-153

Un autre groupe de mécanismes de mort cellulaire correspond aux nécroses régulées. Ces entités sont de

152

découverte plus récente “* et correspondent a un ensemble de mécanismes régulés. Cependant ils génerent

une mort cellulaire avec rupture membranaire et libération du contenu intracellulaire et aussi de médiateurs

146,149,155,156

(cytokines, lipides peroxydés...), les rendant extrémement pro-inflammatoires Certains de ces

mécanismes sont présents au cours des IRA et, bien qu’utile dans d’autres contextes (défense anti-
infectieuse...), jouent un réle aggravant sur les lésions et I'altération fonctionnelle 146148:149.155-161 " A tjtre
d’exemple on citera d’abord la pyroptose, dont I'implication est prouvée dans plusieurs types d’IRA (platine,
Ischémie/reperfusion, toxinique...). La mort par pyroptose résulte généralement de la détection de DAMPS
ou PAMPS induisant I’'assemblage de I'inflammasome épithélial et |’activation de la caspase 1. Celle-ci clive
la Gasdermin D (GSDMD) permettant sont assemblage membranaire, formant une pore facilitant la sécrétion
de cytokines (ll1b, 1118) mais aussi le déversement du contenu intra-cellulaire dans I'environnement a

146,152,157-

I'origine d’une inflammation majeure 162 'Un autre exemple correspond a la nécroptose dont

I'implication est également prouvée dans de nombreuses causes d’IRA (Ischémie Reperfusion, Toxique) 148149,
Celle-ci résulte de I'activation via des PAMPS ou des cytokines de RIPK1 qui active et se combine avec RIPK3.
Ce complexe phosphoryle MLKL qui polymérise et vient la encore créer des pores dans la membrane

plasmique avec les mémes conséquences que précédemment 148149152156

Enfin un dernier mécanisme, dont I'existence pourrait étre remise en cause a mesure que la régulation de la
mort cellulaire est explorée, correspond a la nécrose non régulée. Ce dernier mécanisme est considéré comme
passif, principalement attribué a un déficit bioénergétique profond induisant une réduction importante de
I’ATP disponible ou une destruction directe des membranes cellulaires. Ces événements enclenchent divers
mécanismes aboutissant a la destruction de la cellule (influx de Na et d’eau suite a la réduction d’activité des
Na-K-ATPase induisant un gonflement cellulaire aboutissant a une rupture membranaire, accumulation intra-
cytosolique de calcium par dysfonction des Ca®*-ATPase et de I'effondrement du gradient électrochimique
en sodium induisant I'activation de médiateur cytotoxiques secondaires...). La cellule meurt alors avec
rupture membranaire, libération du contenu des organelles dans le cytosol et du cytosol dans le milieu

extracellulaire, rendant ce mécanisme-la encore fortement pro-inflammatoire >4/,

En réalité, le type de mort cellulaire correspond plus a un continuum qu’a des entités distinctes. Ainsi chaque
événement de mort cellulaire correspond a un assemblage unique et variable suivant chaque cellule des
différentes mécanismes schématiques avec souvent un mécanisme dominant °>145147.149,150,152 " Ajngj j| n’est
pas rare d’observer plusieurs types de morts cellulaires dans un méme organe, a un méme moment, et apres
une méme agression. La décision individuelle de mort cellulaire et le mécanisme mis en jeu sont dépendants

55,145-147,149,150,152

de I'intégration par la cellule de divers signaux internes et environnementaux avec une place

centrale accordée au contenu intra-cellulaire en ATP, a la mitochondrie et donc a I'adaptation métabolique
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a I'agression >>¥_ Cette intégration fait intervenir divers systémes de régulation (inducteurs, inhibiteurs et

55,146,147,149,152 | 3 mort cellulaire

modulateurs) dont certains sont partagés par différents mécanismes
programmée par apoptose pouvant étre considérée comme un mécanisme d’adaptation tissulaire, dans une
situation ol la mort cellulaire est fortement probable. Cette mort cellulaire limiterait I’extension des dégats
lié a I'inflammation en évitant une mort cellulaire par nécrose mais pourrait aussi avoir des bénéfices latéraux
sur la régénération. Les nécroses programmées résultent probablement d’une adaptation fautive via des
systemes habituellement impliqués dans la réponse inflammatoire physiologique (anti-tumorale, anti-
infectieuse...) mais qui activés ici sont déléteres. La nécrose passive, ultime catastrophe, serait rencontrée
dans les situations ol les autres mécanismes ne peuvent étre mis en ceuvre (cinétique, agression trop

importante avec notamment déficit profond en ATP) aboutissant a une mort cellulaire extrémement

inflammatoire et délétére pour le tissu environnant.

La mort cellulaire aboutie a une désorganisation de I'épithélium avec notamment rupture de la barriere
épithéliale et altération fonctionnelle, mais les dégats peuvent étre bien plus lourd en cas de mort cellulaire
inflammatoire avec propagation de la mort cellulaire et induction d’un infiltrat inflammatoire jouant le réle

de mécanisme lésionnel aggravant.

Au total, I'ensemble de ces réponses épithéliales vont permettre une part d’adaptation au prix d’'une perte
de fonction et éventuellement de |ésions fixées. L’adaptation métabolique est désormais considérée comme
un mécanisme actif de régulation des autres processus adaptatifs et non pas une simple conséquence de
I'agression. Au-dela de I’épithélium que nous avons détaillé, les autres populations cellulaires vont également
répondre a I'agression en particulier I'endothélium ou les cellules inflammatoires résidentes ou circulantes
recrutées. Les réponses des divers compartiments s’intriquent et s’influencent les unes les autres pour
aboutir a une réponse tissulaire globale plus ou moins efficace pour s’adapter a ce stress tissulaire *°. On
remarquera que certains de ces mécanismes de réponse lorsqu’ils sont excessifs, inadaptés ou dépassés sont
potentiellement a l'origine de nouveaux mécanismes lésionnels (inflammation, cylindres épithéliaux
tubulaires, dysfonction endothéliale et aggravation de I'ischémie par phénomene microvasculaire...) jouant
un réle d’amplificateur de I'agression au-dela de I'agression initiale. C'est I’'ensemble de ces dommages qui

vont déterminer |'altération fonctionnelle comme nous allons le voir par la suite.
A.3. Apparition d’une altération fonctionnelle :

L’apparition d’une altération fonctionnelle sert actuellement de base au diagnostic d’IRA, suivant les critéres
AKI KDIGO. Cependant une altération détectable de la fonction rénale n’est pas liée seulement a I'étendue
et la sévérité des lésions tissulaires. Ainsi, I'altération de la fonction de filtration rénale, est déterminée par
la balance entre les lésions induites, une éventuelle altération fonctionnelle adaptative sans lésions mais
également par le terrain sur lequel survient ces Iésions et notamment la capacité fonctionnelle maximale
disponible avant I'agression. (Figure 9)
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Réponse tissulaire

Altération fonctionnelle sans Altération fonctionnelle
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Capacité de filtration
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Capacité de filtration
apparente (DFG)

Capacité de filtration
résiduelle

Figure 9: Représentation schématique des déterminant de I’altération fonctionnelle observable a

I’occasion d’une IRA.

La premiere source d’altération fonctionnelle est simplement en lien avec des phénomenes vasomoteurs
secondaires a la mise en jeu des mécanismes adaptatifs ou les mécanismes lésionnels. Ils aboutissent a une
réduction de la pression de filtration trans-glomérulaire, responsable d’une part de I’altération fonctionnelle

163184 e rein en condition normale fait I'objet d’une

potentiellement réversible sans séquelles
autorégulation permettant de maintenir le DFG et le débit sanguin rénal dans une large fenétre de pression
artérielle. Cette autorégulation est classiquement attribuée a un réflexe myogénique des cellules musculaires
lisses de I'artériole afférente et au feedback tubulo-glomérulaire. Ce dernier correspond a une adaptation du
tonus vasculaire artériolaire afférent au débit tubulaire distal en chlorure de sodium : celui-ci augmente en
cas de livraison sodée/chlorée distale excessive réduisant ainsi le DFG et donc la livraison sodée distale et
inversement. Il implique notamment la libération d’ATP par la macula densa lors de I'augmentation de la
livraison distale de NaCl. L'ATP induit directement via P2X1R, et indirectement via sa dégradation en
adénosine et la liaison a Al, une vasoconstriction de I'artériole afférente au glomérule réduisant ainsi la
pression de filtration et donc la filtration glomérulaire. D’autres mécanismes de régulation viennent moduler
la pression de perfusion en jouant sur le différentiel de vasoconstriction entre artériole afférente et efférente
(SRAA, catécholamines, systéme nerveux autonome...) **. Une part fonctionnelle est associée a la plupart des

causes d’IRA, notamment quand le mécanisme d’hypoperfusion est impliqué (initial ou amplification).

L'autorégulation et les mécanismes modulateurs de réponse au stress sont alors mise en ceuvre mais se
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retrouvent dépassés ne parvenant pas a prévenir I'effondrement de la pression de filtration glomérulaire
81656 Ce dépassement de I"autorégulation peut étre favorisé par une dysfonction de 'autorégulation liée a
une souffrance directe de I'appareil artériolaire péri-glomérulaire, de certains éléments du terrain (age, MRC)
ou de certains traitements (IEC, AINS...) 15°¢, Le rétrocontrdle tubulo-glomérulaire, peut également jouer un
role supplémentaire en cas d’altération fonctionnelle tubulaire. Dans ces situations, la réabsorption tubulaire
proximale de sodium et de chlore est réduite induisant une augmentation de leur livraison distale activant la
libération d’ATP, et donc une vasoconstriction de I'artériole afférente (activation de la macula densa) avec
réduction de la pression de filtration et donc du DFG. Ce mécanisme induit donc une altération réversible de
la fonction de filtration et aurait un intérét de protection tubulaire en réduisant leur consommation
énergétique liée a la réabsorption 16°6111184 De nombreuses tentatives thérapeutiques ont été menées pour
reverser cette part fonctionnelle (dopamine, inhibiteur de I’endothéline...) sans véritable bénéfice prouvé en

raison de la multiplicité des mécanismes en jeux.

La deuxieme part de l'altération fonctionnelle provient directement des lésions tissulaires. Plusieurs

mécanismes peuvent concourir a I’altération fonctionnelle. On peut définir schématiquement :

- L’altération de la pression de perfusion glomérulaire secondaire a divers facteurs (cedeme tissulaire,

infiltrat inflammatoire, obstruction artérielle ou capillaire glomérulaire, dysfonction endothéliale...)

16

- Augmentation de la pression urinaire (obstruction tubulaire, inflammation et cedéme tissulaire) 1%,

- Destruction du filtre glomérulaire avec moindre perméabilité de la barriere : prolifération extra-

capillaire, dysfonction endothéliale... ¢

- Réabsorption trans-tubulaire d’urines non sélectives : rétrodiffusion sur épithélium tubulaire Iésé
avec perte liaisons intercellulaires, perte polarisation cellulaire (et redistribution transporteurs) ou
décollement cellulaire avec mise a nue de la membrane basale tubulaire (dédifférenciation ou mort

cellulaire) 16100131,

L'ampleur de cette part de I'altération est dépendante de la sévérité des lésions, de leur étendue et du type
de lésions avec une place prépondérante des Iésions tubulaires '3, Celle-ci est non immédiatement réversible

et implique des phénomenes de réparation et régénération avant une reprise de fonction normale.

La perte fonctionnelle va se confronter a la capacité maximale de filtration disponible du patient pour

déterminer I'apparition d’'une IRA détectable. (Figure 10a)

La capacité maximale de filtration disponible est la somme de la fonction de filtration rénale apparente
initiale (DFG) et de la réserve fonctionnelle disponible. Le concept de capacité maximale de filtration et de

réserve fonctionnelle rénale correspond au fait que, en conditions basales physiologiques, le rein n’utilise
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pas son plein potentiel fonctionnel de filtration avec persistance d’une réserve non apparente qui peut étre
mobilisée sous I'effet de stimulations spécifiques. Bien que non nécessaire en conditions basales, cette
réserve permet I'adaptation a des situations spécifiques en physiologie (grossesse, apports alimentaires
augmentés...) et pathologique (maintien d’une fonction en contexte de lésions rénales) 6> || 3 été décrit
pour la premiére fois en 1983 par Bosch et al. 17, quand ils ont observé une augmentation du DFG mesurée
par technique de référence apres une épreuve de charge orale en protéines. Par la suite d’autres situations
de stress physiologiques ou pathologiques ont été associées a la réquisition de cette réserve notamment la
grossesse 16>166.168.169 Ca potentiel fonctionnel “dormant” en conditions basales physiologiques, est lié a la
présence dans le rein, parmi les unités fonctionnelles physiologiques ou néphrons (environ 1,000,000 -
1,500,000 par rein 3 la naissance '®*7%!71) qui le composent, d’une part d’un recrutement seulement partiel
a un instant donné et d’autre part d’une filtration moyenne sous-maximale de chaque unité fonctionnelle
par des mécanismes physiologique régulant la pression hydrostatique capillaire glomérulaire *®. Quand cela
est nécessaire, il est possible de recruter la masse néphronique habituellement non fonctionnelle
(recrutement spatial) mais également d’augmenter la filtration moyenne de chaque unité (recrutement
fonctionnel) %, Les mécanismes sont encore incomplétement compris et probablement différents en
fonction des situations >, En condition d’adaptation physiologique au stress, ils feraient intervenir une
réduction des résistances vasculaires intra-rénales par vasodilatation touchant notamment les artérioles
glomérulaires a la fois afférentes et efférentes. Cela entrainerait une augmentation du lit vasculaire rénal et
donc principalement le nombre de néphron recrutés sans modification de la fraction filtrée. En conditions
pathologiques pourrait s’ajouter I'augmentation de la filtration de chaque sous unité par modulation directe
de la pression hydrostatique capillaire glomérulaire soit par effet direct d’augmentation de la pression de
perfusion soit par déséquilibre de vasodilatation entre artériole afférente et efférentes. Plusieurs médiateurs
pourraient étre impliqués (NO, prostaglandines, dopamine, glucagon, Enzyme de conversion...) sans qu’un

165-167,172

schéma de régulation clair ne soit pour linstant identifié . Cette réserve est mesurable par

détermination de la fonction de filtration rénale avant et aprés épreuve de stress (principalement par une

charge protéique ou en acides aminés ou dopamine) mais ce type de mesure n’est pas compatible avec le

165-167,169,173 D’

contexte aigu autres méthodes de mesure non invasives non encore validées pourraient

permettre d’évaluer cette réserve fonctionnelle comme par exemple la mesure de I'index de résistance intra-

rénal par échographie 74,

Cette réserve fonctionnelle peut étre réduite en conditions basales surtout par diminution de la fonction de

filtration rénale maximale.(Figure 10b) Ainsi sous I'effet de divers facteurs tels I’age 165166169175 |3 réduction

169,176,177 165,166,178

néphronique congénitale ou acquise ou surtout I’existence d’'une maladie rénale chronique

Dans une moindre mesure celle-ci peut également étre partiellement utilisée dans certaines situation

165,166,168
’

physiologique ou pathologique induisant une hyperfiltration telle la grossesse les apports

165,166

hydrosodés ou protéiques importants ou encore certaines néphropathies surtout a leur phase initiale
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(néphropathies diabétiques, néphroangiosclérose) 6>1€6169 A |'extréme, celle-ci peut étre complétement

consommée , ce qui s’observe notamment en cas d’insuffisance rénale chronique 78,

Lors d’une IRA, c’est d’abord cette réserve fonctionnelle qui va se réduire entrainant une diminution de la
fonction de filtration rénale maximale sans réduction observable du DFG. On parle d’IRA infracliniques qui
ne sont malheureusement pas détectables par les criteres KDIGO. Ce n’est que lorsque cette réserve rénale
est complétement consommée que I'IRA devient apparente %%, Ainsi, schématiquement, chez un sujet
jeune en bonne santé, on estime qu’une agression induisant des lésions séveres touchant au moins 50% de
la masse néphronique totale, est nécessaire pour induire une altération fonctionnelle détectable par les
critéres AKI KDIGO %16 Dans ces situations ou la réserve fonctionnelle est réduite voire absente, la capacité
maximale de filtration (DFG max) est proche de la fonction de filtration basale (DFG basal) limitant les
capacités d’adaptation a une agression induisant une réduction adaptative ou Iésionnelle de la fonction de
filtration. Dans ces situations, une agression plus modérée suffira a induire une altération fonctionnelle

détectable par ces mémes criteres KDIGO '51¢°,
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Figure 10 : IRA et réserve fonctionnelle rénale. a. Altération apparente du DFG en fonction de la sévérité de
I'IRA chez un patient avec réserve fonctionnelle rénale normale. b. Altération apparente du DFG en contexte
d’IRA en fonction de la réserve fonctionnelle rénale existante et concept de cicatrice fonctionnelle.

(Extrait de Sharma et al. 2014 1)

A.4. La réparation, séquelles et transition IRA-MRC :

Dans les suites d’une agression, lorsque les mécanismes lésionnels initiaux et aggravant ont cessé, le tissu
rénal va amorcer une phase de récupération tissulaire qui concerne les différents compartiments et types

cellulaires. Nous focaliserons la encore notre exposé sur I'épithélium tubulaire, notamment tubulaire
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proximal, car principalement étudié dans notre travail et jouant un r6le majeur dans les séquelles post-IRA
179 Cette phase de récupération associe des phénomeénes de réparation cellulaire, de régénération

tissulaire et de cicatrisation %18 Seule la derniére modalité, dite “inadaptée”, est pourvoyeuse de séquelles.
La réparation cellulaire

La réparation cellulaire correspond a la récupération a I'échelle d’une cellule d’'un phénotype normal sans
prolifération ou remplacement cellulaire. La cellule, profitant de la disparition des mécanismes lésionnels, va
éteindre les voies de réponses au stress ce qui va permettre de stopper les mécanismes actifs précédemment
détaillés. On considére que le simple arrét de ses cascades de signalisation permet de réactiver, passivement,

le programme habituel associé a I'état de différenciation de la cellule.

A cette occasion, la cellule va d’abord réactiver son métabolisme énergétique aérobie habituel. Pour cela, la
cellule va reconstituer un appareil mitochondrial fonctionnel via I'activation massive de la biogénése
mitochondriale, sous la dépendance principale de PGCla, et une rééquilibration de la balance fusion/fission.
Une fois cette machinerie disponible, la cellule va réassurer une production énergétique adaptée via un
métabolisme oxydatif notamment la B-oxydation des acides gras. De maniére concomitante, I'activité
glycolytique de la cellule se réduit secondairement a I’arrét de I'expression des enzymes et régulateurs clés,
induits pas I'agression (HIF1la, AMPK...). La récupération d’'une homéostasie énergétique normale est un
prérequis indispensable aux autres avénements énergivores de la phase de récupération >>69118182
L'amélioration de la disponibilité énergétique et la réactivation du programme cellulaire habituel, va
permettre a celle-ci de réorganiser son cytosquelette ce qui permet le retour a une morphologie et a une
organisation cellulaire normale notamment la polarisation et la reconstitution de la bordure en brosse
apicale *. La cellule va également réactiver I'expression des marqueurs de différenciation a I'image de
certains transporteurs ou des molécules d’adhérences permettant la ré-acquisition des propriétés

épithéliales habituelles (effet barriére, réabsorption...) >>12%:131,

La régénération épithéliale

La récupération va également faire intervenir une régénération épithéliale. Elle va permettre, aprés une
période de détersion initiale (assurée par I'épithélium et certaines cellules immunitaires notamment les
macrophages), le remplacement des cellules épithéliales perdues. Cette régénération va s’appuyer sur les
cellules épithéliales résiduelles qui vont se dédifférencier, proliférer, migrer avant de se redifférencier de
maniére habituelle reconstituant un épithélium fonctionnel >>87185 Ce phénoméne fait intervenir divers
mécanismes moléculaires encore en cours d’élucidation. A titre d’exemple, on pourra citer I'EGF (Epithélial
growth factor) qui par voie paracrine et autocrine permet I'engagement des cellules épithéliales dans ce
processus >>%, Agir sur ces voies pour optimiser cette régénération représente une piste thérapeutique

intéressante 186,
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La cicatrisation

Cependant, au-dela de ses mécanismes permettant une restauration fonctionnelle totale, la récupération
peut faire intervenir un phénomeéne de cicatrisation générateur de séquelles. Contrairement a l'idée
habituelle, la réparation compléte avec restitution ad integrum est rare et ces séquelles sont quasiment
toujours présentes notamment en cas d’agression avec IRA détectable 5287, Ce mécanisme de réparation
permet certes une résolution des lésions, prévenant une aggravation supplémentaire, mais au prix d’une
absence de restauration de la structure et la fonction tissulaire constituant une véritable “cicatrice rénale”
6.24,181,187,188  Cette cicatrice correspond a I'apparition d’une fibrose tubulo-interstitielle associée a une
destruction de I'architecture tissulaire habituelle a I'image de la raréfaction capillaire ou I'atrophie tubulaire
181,188 F|le est associée a I'altération fonctionnelle a long terme, soit sous la forme d’une réduction du DFG,
soit sous la forme d’une simple amputation de la réserve fonctionnelle %!, Méme si elles ne sont pas
toujours visibles par les techniques habituelles, elles amputent la capacité maximale de filtration et peuvent

aboutir au développement ultérieur d’une maladie rénale chronique 3474,

L’activation de ce mécanisme de récupération fautif, est de déterminisme complexe. Elle dépend a la fois du
terrain, des caractéristiques de I'agression (lésions sévéres ou agressions répétées/persistantes, cause) ou
encore des interventions thérapeutiques mises en place 79187 Ay niveau moléculaire, les mécanismes
menant a cette cicatrisation fautive sont encore mal compris et font I'objet d’une recherche intensive ces
dernieres années en raison du bénéfice thérapeutique potentiel. Le premier moteur décrit est la persistance
d’anomalies épithéliales de diverses natures qui sont probablement intriquées >>'818 |3 premiére décrite
correspond a la persistance d’une dysfonction mitochondriale avec déficit de phosphorylation oxydative et
de B-oxydation et glycolyse persistante. Comme nous I’avons détaillé plus haut, il y aurait un réle essentiel

69,118,181,182,189 Dla utres

pour un défaut de réactivation de PGCla aprés cessation des mécanismes lésionnels
anomalies sont décrites, dont le blocage persistant du cycle cellulaire en phase G2/M 44181190 oy encore
I'incapacité des cellules a se re-différencier, dans un contexte de sénescence !, La présence et/ou la
persistance d’une inflammation intra-parenchymateuse favorise également le développement d’une fibrose
>518L188 Cet infiltrat persistant peut étre le fruit de la présence excessive ou la persistance de signaux
épithéliaux pro-inflammatoires et chémoattractants. Une population particulierement étudiée correspond
aux macrophages de sous type M2 permettant certes la résolution de l'inflammation mais au prix du
relargage de facteurs pro fibrosant. Leur présence en excés ou persistante semble jouer un réle clé dans

Iinitiation de cette transition vers la fibrose 9192193,

L’ensemble de ces populations cellulaires anormales produisent des facteurs pro-fibrosant dont le plus connu

est probablement TGF-B >>9%144181188 Ceg facteurs pro-fibrosants vont permettre le recrutement par action

1947197 A titre d’exemple, le

paracrine des péricytes, leur différenciation en myofibroblastes et leur activation
TGF-B est sécrété notamment par les cellules épithéliales stressées ou inflammatoires activées, notamment

les macrophages M2. Le TGF-B sécrété est complexé (Latent associated protein LAP, Latent TGF-B binding
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protein LTBP) sous forme inactive dans le domaine extracellulaire. Sous I'effet de certains facteurs, il est
libéré permettant une action paracrine sur des récepteurs spécifiques (TbRI/Il) notamment présent sur les
péricytes et les myofibroblastes. Sa liaison a ce récepteur active une cascade de transduction intra-cellulaire
impliquant les protéines Smads permettant |'activation de I'expression de genes cibles divers notamment
impliqués dans la fibrose °°%7, Ces myofibroblastes activés vont alors sécréter massivement de la matrice
extra-cellulaire collagénique et en limiter la dégradation. L’accumulation de cette matrice désorganise le tissu

formant la cicatrice fibreuse tubulo-interstielle 497,

Au-dela de I'accumulation de matrice, cette fibrose va aussi s’"accompagner d’une désorganisation tissulaire
a lI'image d’une raréfaction capillaire péritubulaire. Celle-ci va fragiliser le lit vasculaire rénal a I’origine d’une
hypoxie chronique, ou du moins d’une plus grande susceptibilité a ce type d’agression. Cette raréfaction est
secondaire a divers mécanismes notamment l'incapacité a obtenir une réparation compléte de I’'endothélium
agressé en lien avec le potentiel prolifératif réduit de ces cellules la perte de soutien des péricytes voire a un
encombrement spatial par la matrice extracellulaire >>8081180.18118819%8 npe |3 méme maniére, la fibrose
s’accompagne d’autres anomalies telle I'atrophie tubulaire ou la glomérulosclérose que nous ne détaillerons

pas ici '8,

B. Régulation de I’'adaptation a I’agression et de la réparation : Une place pour

HNF-1p ?

Comme nous I'avons vu plus haut, méme si quelques régulateurs de la réponse a I'IRA sont identifiés, ils
n’expliquent pas I'ensemble des anomalies observées. Dans cette optique le facteur de transcription HNF-1f3
correspond a un bon candidat. Un tel réle permettrait, d’une part d’en faire une cible potentielle dans le
contexte de I'IRA générale, mais d’autre part de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie liée a

des anomalies de son géne.
B.1 Description générale :

HNF-1B (Hepatocyte Nuclear Factor-1B, aussi nommé vHNF1/TCF2/LFB3), est un facteur de transcription,
appartenant au groupe HNF au sein de la grande famille des homéobox protéines. Au sein de ce groupe, HNF-
1B est particulierement proche structurellement de HNF-1a (Hepatocyte Nuclear Factor-la, aussi appelé
HNF1 ou LFB1), avec lequel il partage de nombreuses cibles °*2%°, HNF-1B est codé par un géne composé de
9 exons et 8 introns, trés étendu sur le génome (55-58 kb), situé chez Homo sapiens sur le chromosome 17
et chez Mus musculus sur le chromosome 11 %292 Ce facteur de transcription, identifié initialement au sein

203,204

d’un tissu tumoral hépatique , est physiologiquement exprimé dans de nombreux épithélium a structure

tubulaire au sein de différents organes (foie, rein, voies urinaires, pancréas...) dés les stades précoces du
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développement (E6.5) avec une persistance dans certaines structures en post-développementales 20527,

L'expression de HNF-1B est anormale dans de nombreux tissus tumoraux, avec dans certains un role pro-
oncogéne identifié 2%67213, HNF-1B module directement I'expression de nombreux génes cibles, dont certains
(HNF-40., IncRNA codant pour le cluster miR-200b/miR-200a/miR-429, Ppargcla codant pour PGC-la)
agissent eux-mémes sur des cibles géniques secondaires. Ainsi HNF-1 se retrouve a la téte d’un vaste réseau
transcriptionnel, lui conférant une fonction centrale dans de nombreux processus biologiques 2**2*, HNF-1B
agit via la formation d’homodiméres ou d’hétérodimeéres avec HNF-1a '%° permettant sa liaison a I’ADN, via
les domaines homéobox (HD) et HNF, spécifiguement sur une séquence cible semi-palindromique riche en

203,216

TA (5’GTTAATNATTAAC3’) présente dans les régions promotrice ou régulatrices du géne cible

Une fois fixé, HNF1pB va jouer le role d’une “docking protein”, via sa région trans-activatrice COOH terminale,
permettant le recrutement de cofacteurs qui vont moduler la transcription et assurer son effet 2167218, e
recrutement de ces cofacteurs est déterminé par leur expression, leur nucléarisation mais aussil’architecture
de la région chromatinienne de voisinage. Ces cofacteurs, comme CBP (CREB Binding Protein) et P/CAF
(P300/CBP associated factor), agissent notamment en modifiant les marques d’histones des
promoteurs/régulateurs. Ce mécanisme indirect fournit une explication aux effets activateurs ou inhibiteurs
de cette protéine, observés en fonction des génes cibles au sein d’'une méme cellule ou pour un méme géne
entre différents types cellulaires ou différents contextes 2!6%18 A titre d’exemple, au sein de I'épithélium
rénal adulte, HNF-1PB active I'expression de génes cibles comme Cdh16 2*°, Pkhd1 *'¢, Ppargcla®*?, Pcsk9 *%,

ou plus rarement a un effet inhibiteur, par exemple sur les génes Socs3 27 et Twist2 2%

HNF-1
dimeéres

Domaine de liaison a 'ADN
(POU, Homéobox)

Domaines de dimérisation

2. Recrutement

de cofacteurs
1. Liaison a 'ADN
dépendante de l'accessibilité
chormatinienne 3. Modifications

marques d’histones

. CBP 4. Réorganisation chromatinienne,

(Acétylations) >
\ modulation de 'expression du géne cible

T~ sk

Figure 11: Représentation schématique des mécanismes de régulation d’un géne cible par HNF-1p :

extrapolation a partir de I’exemple Pkhd1. (Inspiré de Hiesberger et al 2005 2%).
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In vivo, HNF-1B semble exercer ses effets de deux manieres différentes. Pour certains géne, HNF-1f régule
leur expression indépendamment du contexte. C'est par exemple le cas du géne Umod dans la lignée
mIMCD3 murine. Mais pour d’autres genes cibles, HNF1p jouerait un role de « Book Marker » mitotique, ne
déterminant pas leur expression basale, hors prolifération, mais permettant de maintenir celle-ci active en
contexte de prolifération. En restant fixé sur la chromatine condensée pendant la mitose, il permettrait
d’éviter 'apparition de marques d’hétéro-chromatine au niveau de ces génes cibles et ainsi de restaurer
rapidement leur activité transcriptionnelle en post-mitose. (Figure 12) Cela a été démontré aprés une
agression rénale aigue (ischémie-reperfusion) mais pourrait également jouer un role au cours du
développement, période de prolifération cellulaire intense. Un exemple de géne avec ce mode de régulation

correspond a Pkhd1 dans cette méme lignée 2272,
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Figure 12 : « Bookmarking » et régulation des cibles d’HNF1b. a. Image en microscopie a fluorescence de
cellules mIMCD3 exprimant une protéine de fusion fluorescente (GFP, HNF-1B ou HNF-4a) au cours de la
mitose. b. Concept de « Bookmarking » et séparation des deux groupes de genes cibles en fonction de ce

mode de régulation. (Extrait de Verdeguer et al. 2010 %??)

Le contrdle qu’il exerce sur ses diverses cibles lui confére de nombreux réles biologiques, au cours 206:222:225-

228) ot apreés le développement embryonnaire (#14220-222,229-231)

B.2. Maladie liée aux anomalies du gene HNF1b :

Les anomalies du géne HNF1B sont responsables, chez ’'homme, d’'une maladie autosomique dominante, a
pénétrance incompléte et a présentation phénotypique variable, caractérisée par une extréme

hétérogénéité phénotypique 2*2.
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La prévalence exacte de cette maladie est mal connue mais est estimée entre 1/50.000 a 1/80.000 habitants
avec un sexe-ratio voisin de 1 233, Cette maladie multi-viscérale & présentation phénotypique variable se
manifeste principalement par une atteinte uro-néphrologique, d’age de révélation variable, a laquelle peut
s’associer des atteintes extra-rénales (diabéte type MODY 5 ; anomalies chroniques des tests hépatiques ;
malformation du tractus génital...). (Figure 13) Les phénotypes ressemblent par certains aspects a ceux des

cytopathies mitochondriales 23*.

Neurological features
Detected among patients
with deletion of chromosome
17912

= Autism spectrum disorders
= Cognitive impairment

Abnormal liver function

= Asymptomatic rise in the
levels of liver enzymes
(common)

= Neonatal cholestasis (rare)

Early-onset diabetes mellitus

Pancreatic hypoplasia

= Hypoplasia of body and
tail of pancreas with
slightly atrophic head

= Pancreatic exocrine
dysfunction, which is

Developmental kidney
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= Bilateral hyperechogenic
kidneys on prenatal
ultrasonography

= Renal cysts
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Figure 13 : Représentation schématique des atteintes rénales et extra-rénales observées chez les patients
porteurs d’une anomalie du géne HNF1b.

(Extrait de Clissold et al. 2015 232)

L'atteinte uro-néphrologique est la plus fréquente (90-95%) et est souvent au premier plan. Elle peut se
révéler des la période pré-natale par des anomalies échographiques notamment sous la forme de rein
hyperéchogénes dont elle est la principale cause génétique, ou alors d’autres anomalies morphologiques
diverses du tractus urinaires (agénésie rénale, hypoplasie rénale, de duplicité uretérale...) 322, Mais ces
anomalies sont souvent découvertes en période post-natale. Les anomalies associent a part variables des

anomalies morphologiques avec notamment des kystes, une insuffisance rénale chronique et des stigmates
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de dysfonction tubulaire. Les anomalies morphologiques sont quasi systématiques et peuvent prendre des
aspects variées (dysplasie multikystique, hypoplasie, rein unique, rein en fer a cheval, duplicité urétérale,
syndrome de la jonction pyelo-urétérale) mais la forme la plus classique correspond a la présences de kystes

corticaux multiples avec des reins de taille normale 23%236-240_ |

insuffisance rénale chronique, présente
possiblement de maniere indépendante des anomalies morphologiques, est extrémement variable en
intensité avec une augmentation de la prévalence avec I'dge 3*?3°, Le tableau est celui d’une insuffisance
rénale de profil tubulo-interstitiel (protéinurie de faible débit ou absente, pas hématurie, HTA généralement
absente, stigmates de tubulopathie associés). Les anomalies histologiques sont rarement documentées mais
associent de maniere variable différents éléments non spécifiques, notamment une fibrose tubulo-
interstitielle avec un éventuel contingent inflammatoire et une atrophie tubulaire. La détérioration de la
fonction rénale, indépendante de I’évolution des anomalies morphologiques en particulier des kystes, est
généralement lentement progressive (- 2-3mL/min/1.73m2/an dans les cohortes adultes, - 0.3-0.4
mL/min/1.73m2/an dans les cohortes pédiatriques) #*®%*!. Certains patients présentent, avec parfois un
facteur déclenchant identifiable, des aggravations brutales et irréversibles de leur fonction rénale, qui les
précipitent en dialyse. (Figure 14) Ces profils évolutifs, différents des autres maladies kystiques suggerent

d’une part un mécanisme de progression de l'insuffisance rénale indépendant de celui déterminant les

anomalies morphologiques mais aussi une réponse inadaptée aux agressions ¢,
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Figure 14 : Evolution de la fonction rénale en fonction du temps chez des patients adultes porteurs d’'une

anomalie du géne HNF1b. (Extrait de Faguer et al. 2011 %)

Les stigmates de tubulopathie sont fréquents et prennent des aspects variables la encore. La plus fréquente

de cette anomalie est I’hypomagnésémie retrouvée dans 20-70% des patients, avec une apparition

230,240,242

progressive avec |'age hypomagnésémie est souvent asymptomatique mais peut étre responsable

de complications plus ou moins séveres : neurologiques (asthénie, nervosité, tétanie...), musculaires
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(crampes) et cardiaques (Troubles du rythme) 2%°. Cette anomalie peut parfois révéler la maladie mais est
souvent découvert apres le diagnostic de celle-ci. Une hypokaliémie (< 3.5mM), est aussi présente dans 30 a
50% des cas adultes signant une dysfonction plus globale du tubule distal type syndrome de Gitelman?3¢. Son
profil évolutif semble étre identique avec une apparition pendant la deuxieme partie de I’enfance et peut
persister malgré "apparition d’une insuffisance rénale parfois méme jusqu’a la mise en dialyse 22926, |a
plupart du temps modérée, elle peut néanmoins chez certains patients étre profonde (<3mM). L’existence
d’un trouble de la concentration des urines a également été documenté dans des modéles murins 3.
Quelques cas de syndrome de Fanconi, avec signes de dysfonction plus au moins compléte du tubule
proximal ont été décrits (protéinurie tubulaire, aminoacidurie, glycosurie normoglycémique, hypercalciurie,
hyperphosphaturie, acidose tubulaire, hypokaliémie, hypocalcémie...) associée a de nombreux événements

lithiasiques. Ce tableau semble assez rare par comparaison avec d’autres maladies proches (HNF1A...) et les

autres anomalies tubulaires 23,

Néanmoins la maladie s’accompagne souvent d’autres atteintes extra-rénales notamment digestives
(diabéte type MODY V, perturbation du bilan hépatique chronique...), génitales (utérus didelphe, utérus
bicorne, agénésie utérine, syndrome de Mayer-Rokitanski-Kilister-Hauser, cryptorchidie, agénésie

déférentielle...), ou encore, bien que plus débattues, neurologiques 212232243,

L’anomalie génétique la plus fréquemment en cause correspond a une délétion compléte d’HNF1B dans le
cadre d’une délétion chromosomique plus étendue (classiguement voisine de 1,3 Mb) au sein de la région
17qg12. Elle représente 55-60% des cas. Les autres patients présentent une mutation ponctuelle (exonique
ou sur un site d’épissage), ou plus rarement une délétion/duplication d’un exon, voir une duplication de
I'ensemble du géne. Plus de 50 mutations pathogeénes ont été décrites. Celles-ci sont principalement
localisées en regard des régions codant pour les domaines fonctionnels essentiels (HD, domaine HNF,
domaine de dimérisation, domaine de transactivation) ou sur des sites régulant I'épissage du transcrit
232,235,236,244,245 | 3 pathogénicité de ces anomalies chez ’lhomme est attribuée principalement a un simple
phénomeéne d’haplo-insuffisance bien que pour certaines mutations un effet dominant négatif du variant
protéique produit a pu étre mis en évidence. Cependant, il faut noter que ce type de déterminisme génétique
ne permet pas d’expliquer I'extréme hétérogénéité des phénotypes observés. Il est probable que le
déterminisme des atteintes soit beaucoup plus complexe impliquant des phénomenes d’empreinte ou
d’extinction allélique, d’autres variations génétiques associées voire des facteurs environnementaux
216223232 | o5 mutations / délétions d’HNF1B sont pour moitié héritées d’un parent porteur de I'lanomalie,

232235238 A noter, il existe une certaine corrélation

connue ou non, et pour moitié de novo
génotype/phénotype sur les divers aspects de la maladie. Ainsi, les mutations semblent induire un phénotype
rénal plus sévere que les délétions complétes. Al'inverse, les délétions sont associées a une fréquence accrue

de diabéte et d’anomalies neurologiques 23223924 Cela pourrait étre le fruit, soit d’un effet dominant négatif
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de certains variants protéiques lors de mutations, soit un effet protecteur au niveau néphrologique de la

perte d’autres génes situés dans la région lors d’une délétion large 17q12 4.

B.3. Roles rénaux d’HNF-1pB et la piste métabolique :

HNF-1B est exprimé trés précocement au cours de la vie embryonnaire ou il jour un réle indispensable dans
les premieres étapes du développement notamment la bonne différenciation de I'endoderme, expliquant

une léthalité précoce des invalidations complétes. 2%

Au niveau rénal, sont expression débute t6t avec un réle important pour de multiples étapes
développementales de I'appareil uro-génital : la différenciation des structures Wolfiennes et Mulleriennes
via la régulation de Pax2 et Lim1 **® ; induction, extension, ramification du bourgeon uretéral et induction du

t 217225 - régulation de la

blastéeme métanéphrogéne via la régulation des génes Wnt9b/Socs3/Gndf/Re
polarisation planaire des cellules épithéliales et de l'orientation des mitoses via la régulation de
Pkd2/Pkhd1/Polaris/Nphpl/Umod >%*¢. Une grande partie des anomalies rénales notamment les anomalies
morphologiques (kystes, hypodysplasie, CAKUT...), et uro-génitales (anomalies utérines, cryptorchidie,
agénésie déférentielle...) s’explique bien par les conséquences développementales du déficit en HNF-1f3 sur

ces différentes étapes 216:217:222.225.226 Cependant, ces roles développementaux essentiels ne permettent pas

d’expliquer I'ensemble du phénotype rénal.

Ce facteur présente également des roles post-développementaux, moins étudiés, permettant d’expliquer
certaines autres anomalies phénotypiques rénales. Par exemple, HNF-1f régule I'expression de Fxyd2, la
sous-unitée y des NaK-ATPase baso-latérales impliquées dans la réabsorption, notamment tubulaire distale
et collectrice, du magnésium, permettant d’expliquer certains troubles hydro-electrolytiques
(hypomagnésémie, hypermagnésurie, hypocalcémie) 22°. Plus récemment, il a été montré que I'invalidation
d’HNF1B induit, via une désinhibition de I'expression de Twist2, une trans-differenciation et la surproduction
épithéliale de médiateurs pro-fibrosant notamment TGF-32, expliquant au moins en partie, a I'adge adulte,

I'insuffisance rénale chronique avec fibrose 2%,

Une part encore incomplétement inexpliquée du phénotype correspond aux épisodes d’aggravation brutale
de I'insuffisance rénale parfois a la faveur d’un événement précipitant. Cette évolution suggére qu’HNF-1f3
pourrait tenir un réle clé dans I'adaptation et la réparation rénale aprés agression rénale aigué 23, Ce role clé
dans la réparation rénale est soutenu par I'existence d’une modulation d’HNF-1f en réponse a différentes

formes d’IRA 129214247-250  Dang les suites d’une agression, quelques études ont déja montré un effet

247,250

protecteur de Hnf1b vis a vis des dégats rénaux soit sur des criteres fonctionnels soit morphologiques

25

222 en lien avec la régulation de I'apoptose 2*?*°, I'inflammation 2*° ou la tubulogénese *?2. Cependant,
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concernant certains axes mécanistiques, les preuves apportées ne sont pas encore parfaitement

convaincantes.

L'un des mécanismes intermédiaires potentiels pourrait étre la régulation du métabolisme épithélial
notamment énergétique. En effet, HNF-1p3 est connu pour réguler le métabolisme dans certains tissus
tumoraux, notamment le carcinome ovarien a cellules claires, ol son expression est associée a un effet
Warburg. Cette réorientation métabolique permet de favoriser les phénomeénes anaboliques nécessaires a
la prolifération, mais aussi I'adaptation a I’hypoxie et la réduction de la production d’espéeces réactives de
I’oxygéne nocives dans un environnement ovarien trés oxydant %22, Au niveau rénal, HNF-1p régule aussi
le métabolisme énergétique et la biogenése mitochondriale notamment dans les cellules tubulaires
proximales cependant avec un effet qui semble paradoxalement inverse. Cela passerait par la stimulation
directe de Ppargcla, le géne codant pour PGC-1a, un stimulateur essentiel de la biogénése mitochondriale
214 La mitochondrie est I’organelle majeur de la production énergétique par métabolisme oxydatif, dominant
dans les cellules tubulaires proximales. La présence d’une biogénese secondaire a un déficit d’activité HNF-
1B, laisse supposer un déficit du métabolisme énergétique mitochondrial avec réorientation vers la glycolyse
en condition aérobie (effet Warburg) %. HNF-1B est également connu pour réguler d’autres aspects du
métabolisme rénal a I'image de l'internalisation et la biosynthése du cholestérol, un composant essentiel des
membranes cellulaires *%.

Comme nous l'avons détaillé plus haut, ces anomalies métaboliques, notamment énergétiques, sont au
centre de I'adaptation épithéliale a certains mécanismes Iésionnels mais aussi a la réparation tissulaire
ultérieure. Ainsi cette réorientation métabolique pourrait participer a une amplification des lésions, de
I'altération fonctionnelle initiale et des séquelles induites. Ce lien pourrait étre direct mais aussi passer par
la genése d’autres anomalies secondaires telles la mort cellulaire ou un phénotype pro-inflammatoire déja

décrits 24729,
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3. Diagnostic et prédiction de I'AKI :

- Les critéres diagnostiques actuels de I'IRA sont sous optimaux et ne permettent qu’une détection des
IRA avec altération fonctionnelle épuisant la réserve fonctionnelle, de maniére retardée et sans
information sur la souffrance tissulaire ou les mécanismes en cause.

- Ces derniére années de nombreux biomarqueurs ont été développés pour optimiser certains aspects du
diagnostic ou du pronostic (précocité de détection, typage de [l'atteinte épithéliale, précision
mécanistique...) mais sont encore peu utilisés en pratique. Au-dela des biomarqueurs, 'apport des
nouvelles technologies (Big Data) permettant I'intégration simultanée de divers parameétres (cliniques,
biologiques, biomarqueurs) éventuellement en continu, offre une autre piste d’amélioration.

- Llintégration de ces nouveaux outils laisse présager une transformation a court termes de ces critéres
avec des améliorations attendues sur I'efficacité de la prise en charge.

- LIRA est en large partie déterminée par les caractéristiques de I'agression et le terrain sur lequel elle
survient. Il est donc possible de prédire son risque de survenue en se basant sur des éléments
permettant de caractérisé 'un et/ou Pautre. Au-dela du classique recensement des facteurs de risques,
des outils composites (score, biomarqueurs...) ont été développés pour permettre une prédiction plus
objective du risque avec une utilité potentielle dans la décision thérapeutique. La encore, I'apport des
nouvelles technologies (Big Data), offre une autre piste d’amélioration intéressante.

Au- dela de sa définition théorique simple, le diagnostic de I'IRA représente un enjeu important, pour
permettre notamment l'initiation précoce de mesures thérapeutiques a des stades ou les |ésions sont encore

accessibles a un traitement.

Dans cette partie nous allons d’abord voir les limites des critéres diagnostiques actuels, puis les améliorations
récentes issues de la recherche fondamentale avant de voir dans quelle mesure des outils prédictifs peuvent

étre développés pour identifier les patients avant méme que I’agression ne se produise.
A. Avantages et limites des critéres diagnostiques actuels :

Dans les recommandations actuelles®3, le diagnostic de I'IRA est basé sur 'augmentation du taux de

créatinine sérique, la réduction de la diurése et/ou la nécessité de recours a I'épuration extra-rénale.

Ces criteres, bien que consensuels, ne représentent pas un véritable “gold-standard” pour I’évaluation de
I'atteinte rénale, mais correspondent a un compromis entre la qualité de I’évaluation de I’atteinte rénale et
la compatibilité avec la pratique clinique quotidienne en termes de co(t, de praticité et de faisabilité
technique®*. En effet, ils présentent un certain nombre de limites. D’un point de vue général, cette
classification se base sur des critéres se voulant le reflet uniquement de la fonction de filtration rénale en
négligeant les autres aspects de I'IRA notamment la fonction tubulaire. De méme, cette classification ne tient

pas compte de I'origine de I'IRA notamment le distinguo entre IRA fonctionnelle et intrinseque. Au-dela de
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ces considérations théoriques, ces criteres présentent également des limites en lien avec leur mise en ceuvre

pratique et les propriétés intrinseques des marqueurs utilisés que nous allons détailler ci-apres.
A.1l. Dosage de la créatinine sérique :

La créatinine sérique est un composé biochimique endogene (masse molaire : 113g/mol) produit a partir de

la créatine ou de son dérivé phosphorylé, la phosphocréatine, par hydrolyse non enzymatique®>%,

La créatine est issue de maniere équivalente d’une synthése de novo a partir de deux acides aminés, la L-
Arginine et la Glycine, et les apports alimentaires®>>?°¢. La biosynthése de novo de créatine est classiquement
considérée comme un processus a deux étapes. La premiere étape enzymatique, catalysée par I'enzyme L-
Arginine:Glycine Amidinotransferase (AGAT), consomme une Arginine et une Glycine pour produire du
guanidinoacetate. Du fait du profil d’expression cellulaire de AGAT, cette réaction est supposée se dérouler
quasi exclusivement dans les cellules épithéliales rénales, en particulier dans leur espace intermembranaire
mitochondrial?>>?72%8 L3 seconde étape, catalysée par I’enzyme N-Guanidinoacetate méthyltransférase
(GAMT), utilise le ganidinoacétate pour former la créatine se déroule principalement dans le foie bien que
d’autres tissus puissent y contribuer de maniére marginale®®*. La créatine produite et ses précurseurs tardifs
sont transportés a travers les membranes par un transporteur spécifique (SLC6a8) jusqu’a leur site

d’utilisation®®>.

Les molécules de créatine ou phosphocréatine subissent une hydrolyse spontanée non enzymatique qui
aboutit a la dégradation d’environ 1.7% du pool corporel total chaque jour®°. Cette réaction est presque
exclusivement dépendante de la disponibilité des précurseurs qui dépend elle-méme principalement de la
masse musculaire globale. D’autres parametres comme la température, le pH cellulaire ou les apports

126, La créatinine formée,

alimentaires peuvent exercer une modulation dont l'effet reste margina
hydrosoluble, diffuse dans le milieu intérieur avant d’étre éliminé dans les urines principalement par filtration

glomérulaire. Une vision schématique du métabolisme de la créatinine est représentée dans la Figure 15.
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Figure 15 : Représentation schématique du métabolisme de la créatinine. AGAT : L-Arginine:Glycine
Amidinotransferase ; GAMT : Guanidinoacetate N-methyltransferase ; Slc6a8 : Solute Carrier 6 a 8 ; CK :

Creatine Kinase (Images tirées de https://smart.servier.com/)

Ainsi, la concentration de la créatinine sérique, reflet de la concentration dans le milieu intérieur, est
déterminée par la balance entre sa production endogene et son élimination urinaire par filtration. En
condition basales, sa valeur est assez stable dans le temps permettant une assez bonne estimation de la
fonction de filtration rénale chez ’homme. En contexte d’IRA, sa concentration sérique augmente en raison
de la réduction de I’élimination urinaire jusqu’a ce que le patient récupere une fonction de filtration rénale
normale ou qu’elle atteigne une nouvelle concentration d’équilibre pour laquelle production et élimination
sont équivalentes. Les variations des concentrations de créatinine peuvent donc étre utilisées pour apprécier

la perte de fonction de filtration rénale et sa récupération en contexte aigu®>*2¢°,
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Le dosage de la créatinine sérique fait partie des bilans biologiques de routine, nécessite simplement un
prélevement sanguin, sans injection préalable d’un marqueur (marqueur endogéne) et repose sur des tests

validés, reproductibles et peu colteux disponibles dans la majeure partie des laboratoires du monde.

Néanmoins la créatinine sérique n’est pas un parfait reflet de la fonction de filtration, en particulier en

situation aigué en raison de plusieurs problémes?>*261-263,

En premier lieu, la créatinine sérique n’est pas seulement déterminée par son élimination rénale mais aussi
pas d’autres parametres comme sa production ou son volume de distribution. (Figure 15) Pour un méme
niveau d’élimination rénale, la créatininémie basale peut changer de maniére spectaculaire entre des
individus présentant, par exemple, des masses musculaires, et donc des niveaux de production, tres
différents. De la méme maniére, en contexte d’IRA avec perte de fonction identique, les changements de
concentrations de créatinine sérique observés chez de tels patients peuvent étre trés différents?®*%>, Pour
tenter de corriger ce biais, la mesure directe de la clairance de la créatinine a été développer mais impose
des contraintes logistiques importantes (recueil des urines des 24 heures pour mesure du volume et dosage
de la créatininurie en plus d’un échantillon sanguin) et n’est pas adaptée aux situations aigués. Des modeles
permettant I'estimation de la fonction de filtration rénale, basés sur la concentration de créatinine sérique
(situation stable) ou sur les variations de celle-ci (situation instable en contexte d’IRA), intégrant des
parameétres morphométriques de routines comme le sexe, I’age, le groupe ethnique, le poids et la taille, ont
été développés. Ces estimateurs sont désormais utilisés en pratique clinique quotidienne pour I’évaluation
des maladies rénales chronique mais moins utilisés en contexte d’IRA du fait de leurs moindre performances

tZGQZGG—

du fait de la présence d’autres facteurs interféran 272 En contexte aigue, surtout dans les secteurs de

soins intensifs bien qu’ayant un impact plus modéré, se rajoute la problématique du volume de distribution
de la créatinine. Celui-ci peut varier énormément et tres rapidement en fonction de la balance entre les
apports hydrosodés et les sorties (diurése, autres pertes). De ce fait la concentration de créatinine n’est pas

déterminée seulement par la quantité disponible mais également par le volume dans lequel elle est
distribuée/diluée?’327>,

Deuxiemement, la clairance rénale de la créatinine n’est pas un reflet exact de la fonction de filtration rénale.
En effet, la créatinine, bien que librement filtrée par le glomérule, peut étre aussi activement ou passivement
transportée a travers I'épithélium durant le trajet de 'urine primitive dans le tubule rénal, engendrant une

dissociation entre sa clairance et la filtration glomérulaire?*2%*, Ainsi la créatinine fait I’objet d’une sécrétion

276-278

active au niveau du tubule proximal, attribuée a certains transporteurs d’anions organiques , chez

9

I’homme?”® mais encore plus chez certains animaux en particulier la souris?’®. En conditions basales, la

sécrétion tubulaire compte pour jusqu’a 20% de I'excrétion urinaire de créatinine chez ’homme?8%282 mais
peut atteindre 50% dans des modéles murins?’®, De plus cette part sécrétée n’est pas constante : elle s’accroit
avec l'accroissement de la concentration de créatinine sérique induisant une sur-estimation de la fonction

de filtration rénale. De la méme maniére, de nombreux médicaments, souvent utilisés en contexte d’AKI,
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peuvent influencer sa sécrétion comme la cimétidine, la kétamine ou encore le triméthoprime?’®283284 En

plus d’une sécrétion tubulaire active, la créatinine peut faire I'objet, en particulier en contexte d’IRA avec
Iésions épithéliales tubulaires, d’une rétrodiffusion transtubulaire, réduisant ainsi I'excrétion urinaire de
créatinine et accroissant sa concentration sérique de facon indépendante de la fonction de filtration

rénale.!3!

Troisitmement, en contexte aigu, une élévation détectable de la concentration sérique de créatinine est
retardée d’au moins 24 heures apres I'agression en raison du temps nécessaire a son accumulation apres
I’effondrement de la fonction de filtration rénale mais aussi du rythme classique de réalisation des bilans

biologiques en pratique clinique quotidienne?’%%8,

Quatriemement, comme nous I'avons vu plus haut, il existe une grande réserve fonctionnelle de filtration
rénale et donc une augmentation détectable de la concentration de la créatinine sérique nécessite une
atteinte rénale sévere et étendue a I'ensemble du parenchyme. Chez un patient sain, une augmentation de
la créatinine sérique est détectable lorsqu’au moins 50% du capital néphronique est affecté et ne remplit
plus sa fonction de filtration'®>?¢ Chez les patients porteurs d’une maladie rénale chronique, la réserve
fonctionnelle est souvent partiellement ou totalement consommeée en conditions basales, expliquant des
augmentations détectables de la créatinine sérique pour des atteintes rénales moins séveres et

étenduest®>265,

Cinquiémement, la créatinine sérique est un marqueur fonctionnel reflétant la capacité de filtration rénale.
Il n"est donc capable de détecter que des agressions induisant une souffrance tissulaire assez importante
pour que la fonction de filtration rénale globale soit altérée. En revanche, il ne détectera en aucun cas
I’existence d’une souffrance tissulaire notamment épithéliale sans retentissement fonctionnel global

immédiat pouvant pourtant étre associée a des conséquences a long termes?®285287,

Enfin, sixiemement, une valeur de base antérieure de la créatinine plasmatique n’est pas toujours disponible
en contexte d’'IRA, ne permettant pas de faire la différence entre une IRA ou une insuffisance rénale

chronique.

Donc la créatinine plasmatique, bien qu’étant le marqueur le plus utilisé en pratique, n’est qu’un reflet tres
imparfait de la fonction rénale, justifiant I'association a d’autres paramétres au sein de ces critéres AKI

KDIGO.
A.2. Mesure de la diurése horaire :

Le deuxiéme parameétre pris en compte dans les critéres diagnostiques actuels, correspond a la diurese
horaire. Ce volume d’urine émis est de déterminisme complexe faisant intervenir différents acteurs et
régulateurs impliqués dans la formation de I'urine primitive par filtration et le retraitement ultérieur de celle-

ci, en particulier la réabsorption d’eau et de sodium*’%,
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L'urine primitive est initialement obtenue par filtration passive du sang dans les glomérules a travers une
barriere composée de plusieurs acteurs (cellule endothéliale, membrane basale glomérulaire et podocyte)
permettant une certaine sélectivité. Le volume de filtrat obtenu, voisin de 180L/j chez un individu moyen en
condition basale, est déterminé par la perméabilité glomérulaire, le gradient de pression hydrostatique et le
gradient de pression osmotique entre les secteurs sanguin (lumiére du capillaire glomérulaire) et urinaire
(lumiére de la capsule de Baumann). Ces trois parametres peuvent se retrouver altérés au cours de I'IRA
résultant en une filtration réduite avec impact potentiel sur la diurése émise. Par la suite cette urine va subir
un retraitement majeur au cours des différentes étapes de son trajet tubulaire induisant en conditions
normale une réabsorption d’environ 99% du volume initial, découplant le volume de la diurése et la fonction
de filtration’®. Ce d’autant plus que cette réabsorption est étroitement régulée par divers mécanismes
intervenant a chaque niveau de son trajet tubulaire réagissant a divers stimuli possiblement présent en

contexte d’IRA 71,

La diurese horaire est néanmoins un parametre facilement mesurable, sans test supplémentaire ou surco(t,
et fait partie de I’évaluation clinique en routine en particulier dans les services de médecine intensive. |
permet d’identifier une bonne partie des patients inclus comme présentant une IRA selon les criteres KDIGO
souvent plus précocement qu’avec utilisation de la créatininémie quand les deux critéres sont présents®%-
294 La réduction de la diurése est connue pour étre associée a des Endpoints durs dans de nombreuses
situations cliniques aigues indépendamment des autres critéres KDIGO et confere une sur gravité potentielle

quand elle est présente?88-290.294,

Cependant la diurese n’est pas un reflet exact de la fonction voire de la souffrance rénale pour de

nombreuses raisons.

Premiérement, bien que I'urine primitive soit obtenue par filtration a travers la barriere glomérulaire et donc
son volume déterminé par le débit de filtration, la diurese est fortement influencée par la réabsorption d’eau
et d’électrolytes durant le trajet tubulaire. Ainsi en condition normale 99% du volume d’urine primitive est
réabsorbé de maniére étroitement régulée pour aboutir a un bilan hydrosodé nul faisant de la diurese un
reflet trés indirect de la fonction ou méme de la souffrance rénale. Ainsi une altération tres marquée de la
filtration rénale peut s’accompagner d’une diurése normale en particulier en cas de dysfonction tubulaire
spontanée ou induite (diurétiques) associée. A l'inverse, une réduction de la diurese peut intervenir sans
altération de la fonction de filtration ou méme de souffrance rénale, simplement sous I'effet de la mise en
jeu de mécanismes adaptatifs (systeme ADH, glucocorticoides, catécholamines, SRAA) permettant de

16,171,285,289,292,295-297 poyr pallier a cette derniére limite, certains auteurs

répondre a une situation de stress
proposent chez les patients présentant une diurese réduite (oligo-anurie), le recours a une manceuvre
dynamique (Furosémide Stress Test) d’inhibition d’une part des mécanismes de régulation de la réabsorption
hydrosodée permettant ainsi de mieux corréler la diurése a la fonction de filtration. Ainsi en cas de non

réponse a cette forte dose de diurétique, I'oligo-anurie observée est trés probablement en lien avec une
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altération de la filtration rénale, “prédisant” ainsi I'apparition rapide de criteres d’IRA notamment
sévere?®29 Néanmoins ce type de test n’est pas anodin avec possibilité d’aggravation de I'IRA (Majoration
d’une hypovolémie en cause dans I'IRA, acidifcation des urines avec aggravation de la précipitation de
myoglobine ou hémoglobine, stress oxydatif induit) ou d’effets indésirables classiques (hypokaliémie,

hypocalcémie, ototoxicité...)>%.

Deuxiemement, contrairement a ce que laisse entendre la simplicité du parametre, obtenir une bonne
surveillance de la diurése en clinique s’avére assez complexe en pratique. En effet, ce recueil peut s’avérer
techniquement compliqué chez des patients non sondés, surtout dans certaines conditions ou sur certains
terrains, avec toujours un doute sur la fiabilité des mesures (Urines perdues). De plus, le recueil et le
monitoring de la diurése est rarement systématique en dehors des services de néphrologie et de soins
intensifs ne permettant pas d’utiliser ce critére face a de trés nombreux patients pour identifier une IRA. De

méme, en raison du caractere intermittent des mictions et du fait que ce recueil n’est généralement rapporté

qu’une fois par jour, le bénéfice en termes de précocité de détection de I'IRA comparativement a I’élévation

de la créatininémie, est bien souvent marginal en dehors des services de soins intensifs?®.

Troisitmement, la définition de la diurése et des moyens de la mesurer dans les criteres KDIGO est floue
laissant place a d'importantes variations en pratique clinique ou dans les études qui ne sont pas sans impact

sur la pertinence de I'indicateur?®92?,

Enfin, quatriemement, un débat existe sur la pertinence du seuil utilisé pour les criteres KDIGO, sachant
gu’une réduction aussi transitoire et limitée (< 0.5mL/kg/h sur 6 heures) est a la frontiére de 'adaptation

physiologique sans forcément étre associé a des indicateurs péjoratifs pertinents?9301,

A.3. Recours a I’épuration extra-rénale :

Lors d’'un épisode d’'IRA, lorsque l'altération de la fonction de filtration rénale est importante et/ou
prolongée, il se produit une accumulation de substances habituellement éliminées par ce biais pouvant
mettre en jeu le pronostic vital a tres court termes. Par exemple, la perte des capacités d’élimination du
potassium peut induire une hyperkaliémie a risque de troubles du rythme cardiaques mortels. De la méme
maniére, la perte des capacités d’élimination de la charge acide organique peut induire ou au moins aggraver
une acidose pouvant étre a l'origine de défaillances d’organes (vasoplégie, neurologique, respiratoire) ou
d’inefficacité des traitements (catécholamines). Egalement, la perte des capacités d’élimination de I'eau et
du sel, peut induire une surcharge hydrosodée avec un impact délétere potentiel sur la fonction respiratoire

(CEdéme aigu du poumon), cardiaque ou d’autres organes en lien avec I'cedéme interstitiel 816,

Le recours a I'épuration extra-rénale est un événement clinique majeur, qui a I'avantage d’étre facile a
recenser et signe la sévérité de I'état clinique observé avec des conséquences graves a court et long

terme58,10,33,302
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Néanmoins ce critére a plusieurs inconvénients. Déja, il ne permet que rarement le diagnostic de I'IRA mais
sert plus pour la stadification de la gravité du fait de son timing généralement postérieur a I'apparition des
autres critéres bien que de nombreux débats existent a ce sujet 83023%_ De plus, les critéres retenus pour son
initiation sont éminemment variables suivant les centres et les habitudes 3°% . Enfin, il est important de noter
que ce type de technique a une disponibilité variable en fonction des zones géographiques avec en

particuliers un accés extrémement limité dans la plupart des pays en développement 1214,

Au total, le diagnostic d’IRA selon les recommandations KDIGO actuelles, bien que facile d’utilisation et ayant
apporté une harmonisation internationale des critéres, n’est pas optimal. Malgré |'association de plusieurs
criteres ayant un apport certain, il ne permet que le diagnostic des IRA associées a une altération
fonctionnelle visible sur la créatininémie et la diurese donc négligeant des épisodes de souffrances rénales
sans altération fonctionnelle ou sur un terrain avec réserve fonctionnelle importante. Ces critéres ne
permettent également qu’un diagnostic retardé par rapport a I'agression en lien avec les propriétés des
marqueurs mais également les habitudes de fonctionnement des services, limitant de facto I'efficacité des
interventions thérapeutiques. Enfin, ces critéres ne prennent pas en compte la cause de I'IRA pourtant

déterminant essentiel de I’évolution et de la gravité.

B. Nouvelles approches d’optimisation du diagnostic d’IRA

A la vue de I'importance clinique de I'IRA et des limites des criteres diagnostiques actuels et de leur mise en
ceuvre, la nécessité de développer de nouveaux outils pour optimiser le diagnostic de I'IRA est évidente. Ce

domaine a fait et fait I'objet d’une recherche intensive ces derniéres années.
Ces nouveaux outils sont de deux sortes :

- d’une part de nouveaux marqueurs, principalement des biomarqueurs, plus performant pour la

détection de I'IRA et qui permettront & terme d’en redéfinir les critéres diagnostiques 2°*261-263,307,

- d’autres part des outils basés sur les critéres actuels mais optimisant leur mise en ceuvre pour leur

permettre une efficacité maximale .
L’ensemble de ces nouvelles approches pourraient améliorer la prise en charge en permettant :
- une détection plus exhaustive des épisodes de souffrance rénale ;

- un diagnostic plus précoce, a un stade ou une intervention thérapeutique a le plus de chance

d’étre efficace ;
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- une meilleure caractérisation de I'IRA tant sur le plan du mécanisme lésionnel en jeu, de la

localisation ou de la gravité de la souffrance tissulaire ;

- une meilleure prédiction et évaluation précoce de la réponse aux traitements.

B.1. Les nouveaux marqueurs d’IRA :

Outre des marqueurs déja existant mais moins disponibles en routine, des recherches intensives ont été
menées ces derniéres années pour développer des outils plus performants 2542617263307 | 3 |iste de ces
nouveaux biomarqueurs candidats est extrémement longue, raison pour laquelle nous limiterons notre

étude détaillée aux mieux validés.

Ces nouveaux marqueurs peuvent étre séparés en fonction de I'anomalie qu’ils décrivent (Figure 14). On

distingue ainsi :

- des marqueurs fonctionnels pouvant évaluer la fonction de filtration rénale |(cystatine C sanguine,|

proenképhaline, mesure du DFG inuline/EDTA) mais aussi la fonction de réabsorption tubulaire (albuminurie,

B2-microglobuline, cystatine C urinaire),

- des marqueurs de stress épithélial (TIMP2*IGFBP7),

- des marqueurs de Iésion épithéliale (NGAL, LFABP, KIM1, NAG),
- des marqueurs inflammatoires (MCP1, 1L18...),

- des signatures sans mécanisme précis associé (Omics).

Malgré les améliorations apportées par certains d’entre eux, leur utilisation reste limitée en pratique clinique
quotidienne avec actuellement une utilisation restreinte a la recherche ou a des situations trés particuliéres.
L'approbation récente de certains de ces marqueurs dans certains pays (TIMP2*IGFBP7 en Europe et aux
Etats-Unis 3%, LFABP au japon 3%) fait espérer un élargissement des possibilités d’accés a certains de ces

marqueurs en routine.
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Famille Fonctionnels
Sous famille Filtration glomérulaire Fonction tubulaire
Localisation Glomérule Tubule proximal
Cystatine C . Cystatine Protéines de
. . Proenkephaline - .
Biomaqueurs Sanguine (PENK) C urinaire bas poids
(S-CysC) (U-CysC) moléculaire
SRR Sérum/Plasma | Sérum/Plasma Urines Urines
mesure
Normalisation - - Créatinine Créatinine
Délai 24-72h 12-24h 24h 24h
Protéinurie,
Etat
nutritionnel,
Sepsis, Inflammation,
corticoides, . b Geste endo-
Facteurs Sepsis, Protéinurie, .
interférents grossesse, urologique,
dysthyroidie, Maladie
glomérulaire
chronique,
Prédiction IRA IRA IRA IRA
optimale
AUC 0.62-0.92 0.73-0.87 - 0.74-0.96
. ey 21 . Non
Famille Epithéliaux Inflammatoire iy
ciblés
Sous famille Stress Lésion - -
Ulas r.lo-)ljilcr)'rl:z:\‘la et
Localisation proximal et Tubule proximal P L =
. infiltrat
distal . .
inflammatoire
Biomarqueur | TIMP2*IGFBP7 NGAL LFABP KimMm1 IL18 Omics
SEHRUICE Urines Urines/Plasma Urines Urines Urines Urines
mesure
Normalisation - +/- Créatinine | +/- Créatinine Créatinine +/- Créatinine Interne
Délai 4-6h 6-12h 0-12h 3-48h 0-24h 24h
Facteurs Dyslipidémies,
interférents Traitement . Diabeéte, .
) Infection . . Inflammation,
(platines...), . Traitements | Inflammation, , .
o urinaire, . Néphropathies,
Protéinurie, (statines,
fibrates...),
Prédiction IRA/IRA sévére IRA IRA IRA IRA IRA
(+++)
AUC 0.58-0.87 0.6-0.95 0.7-0.96 0.71-0.92 0.58-0.83 0.8-0.9

Tableaux 2-3 : Tableau de synthése des principaux nouveaux biomarqueurs de I'IRA.
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Il est a noter que la découverte et la validation de ces nouveaux outils diagnostiques se fait souvent par
confrontation au “Gold Standard” de routine que représentent les criteres AKI KDIGO, dont I'imperfection
freine probablement le développement de certains biomarqueurs d’intérét mais moins bien associés a

I'altération fonctionne détectable a la phase aigiie 2%.

Enfin, concernant les marqueurs urinaires, ils présentent un biais communs lié a ['utilisation de la
créatininurie comme normalisateur, dont I’excrétion est inconstante dans ces situations aigues,

contrairement a une situation chronique stable.

B.1.a. Marqueurs fonctionnels :

Cette premiere famille de marqueurs sert a évaluer la fonction rénale soit sur le plan de la filtration soit sur
le plan de la fonction tubulaire, c’est-a-dire le retentissement de I’agression. Cependant ces marqueurs

possédent une limite commune en ne renseignant pas sur les lésions ou la souffrance tissulaire.
B.1.a.1. Mesure DFG Inuline/EDTA :

Ce groupe de biomarqueur constitue le véritable gold standard de I’évaluation de la fonction de filtration

rénale en permettant une évaluation quasi parfaite 319314,

Le principe consiste en I'administration parentérale (IV ou SC) d’un biomarqueur purement exogéne, dont la
quantité administrée est précisément connue. Apres administration, le biomarqueur se distribue dans le
milieu intérieur sans liaison aux protéines avant d’étre exclusivement éliminé par filtration rénale sans
phénomeéne de sécrétion ou réabsorption 3!33'% Plusieurs biomarqueurs ont été utilisés avec de bonne
performances (Inuline, Sinistrine, lohexol, lothalamate, EDTA, EDPA) 3'° lIs sont détectables soient
nativement par dosage spécifique (lothalamate, lohexol, Inuline, Sinistrine), soit couplés a un radiomarqueur

(51Cr-EDTA, 125I-lothalamate, 99mTc-DTPA) soit couplés a un autre agent de contraste (Gad-DTPA).

Deux méthodes peuvent ensuite étre utilisées a partir de ces biomarqueurs pour mesurer le DFG : soit
I’évaluation de la cinétique de décroissance de la concentration plasmatique, soit la mesure de sa clairance

urinaire. Le choix doit s’adapter au contexte et aux sources de biais potentielles 3103127315,

Néanmoins l'utilisation de ces marqueurs, possible en contexte chronique, n’est pas compatible avec la
pratique clinique en contexte aigu en raison de la lourdeur de leur mise en ceuvre, des contraintes techniques
et de la lenteur d’obtention des résultats en particulier en présence d’une clairance altérée. Leur utilisation
dans ce domaine est donc exclusivement limitée aux activités de recherche sans perspective de transfert en

pratique.
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B.1.a.2. Cystatine C :

La cystatine C a été I'un des premiers biomarqueurs alternatifs a la créatinine identifié. Cette protéine non
glycosylée de poids moléculaire réduit (13 kDa), appartenant a la superfamille des cystatines, est exprimée
et sécrétée par toutes les cellules nuclées, ce qui garantit une production relativement constante a I’échelle
de l'organisme, en particulier indépendamment de la masse musculaire ou de I'alimentation 263316:317,317-320
Cependant, certaines conditions ou stimuli environnementaux modulent son expression comme |’age, le

sexe, I'exposition a de fortes doses de glucocorticoides, les dysthyroidies ou encore la grossesse 316317321~

323323326 Jne fois sécrétée, elle est complétement soluble dans le milieu intérieur sans liaison aux protéines
et son volume de distribution se limite au secteur extracellulaire 2622%3, La cystatine C est éliminée par voie
rénale en étant librement filtrée au niveau glomérulaire avant réabsorption au niveau tubulaire proximal par
endocytose grice au systéme mégaline/cubuline en compétition avec les autres protéines filtrées telle
I’albumine 26%327_ Aprés endocytose, elle est complétement dégradée 31317, Aucun phénomeéne de sécrétion
significatif n’existe au niveau tubulaire en condition physiologiques. En condition pathologique, en présence

d’un épithélium tubulaire endommagé, les échanges tubulaires de cette molécule peuvent néanmoins étre

perturbés avec apparition d’une rétrodiffusion (back-leak) ou d’une sécrétion passive.

La cystatine C peut étre utilisée comme marqueur de I'AKI soit par dosage plasmatique soit par dosage

urinaire.

Au vu de sa production constante, indépendante de facteur environnementaux tels I’dge ou la masse
musculaire et de I'absence de sécrétion tubulaire, la concentration de Cystatine C plasmatique est
principalement déterminée par le débit de filtration glomérulaire. Elle constitue un estimateur de la fonction
de filtration rénale en situation chronique aux performances supérieures a la créatininémie ou aux
estimations du DFG qui en découlent 3%, En contexte aigu, en plus des avantages sus-cités lui conférant
toujours des performances supérieures a la créatininémie, son volume de distribution réduit, confere a la
cystatine un profil de variation plus rapide aprés agression permettant ainsi une détection plus précoce (24-
48h) de I'altération fonctionnelle. Cela a été confirmé par plusieurs études dans différentes situations

d’agression rénale 2633297336,

Malgré ces avantages certains, la cystatine plasmatique reste un marqueur imparfait de la fonction rénale en

particulier en situation aigué pour plusieurs raisons :

- Certains facteurs indépendants du DFG peuvent moduler la concentration sérique de cystatine
rendant impropre son utilisation dans ces situations mais imposant de les rechercher en pratique

(dysthyroidie, grossesse, glucocorticoides fortes doses, sepsis ...).

69



- En situation aigué la valeur brute, a I'image de la créatinine, n’est pas toujours un bon reflet de
I'ampleur de l'altération fonctionnelle aigue imposant plutot de s’intéresser a la cinétique de

Cystatine C pour de meilleures performances 260272337,

- Enfin, en situation aigue, se rajoute le probleme que les variations détectables de ce marqueur
sérique sont toujours retardées par rapport a la perte de fonction de filtration rénale bien que moins

que pour la créatinine.

- Il s'agit d’un marqueur purement fonctionnel évaluant le retentissement de I’agression sur la
fonction de filtration et non la présence d’une souffrance ou de lésions tissulaires accessibles a un

traitement.

La concentration urinaire est d’interprétation plus difficile mais peut étre utilisée comme marqueur de
dysfonction tubulaire proximale indépendamment du DFG sous la forme du ratio cystatine urinaire /
Créatinine urinaire 3233341 Une augmentation de ce ratio étant alors le reflet d’'une dysfonction de la
réabsorption au niveau de ce segment tubulaire. Néanmoins, une saturation du systéme mégaline cubuline

342 Cette augmentation survient précocement (24h) aprés

par une protéinurie excessive est possible
I’agression a I'image de I"laugmentation des taux sérique 3. Ce marqueur permet une évaluation plus fine
avec détection d’une souffrance ou de Iésions tubulaires proximales, sites particulierement sensibles aux

mécanismes lésionnels, méme en I'absence d’altération de la fonction de filtration.

B.1.a.3. Proenképhaline (PENK) :

Proenkephaline A 119-159 (PENK ou pENK ou penKid ou Proenkephaline), est un polypeptide (40 aa, 4.5 kDa)

343-345

obtenue par clivage d’un précurseur des enképhalines Ce précurseur est exprimée en conditions

343,344,336 mais sa production est possiblement

basales par de nombreux tissus en particuliers au niveau du rein
augmentée en cas d’atteinte d’organe notamment au niveau cardiaque 3%*3%’. Son clivage permet la
libération d’enképhalines, médiateurs de la réponse au stress, mais aussi du peptide PENK. PENK, bien que
supposé inactif, a une durée de vie prolongée (> 48h) et est facilement dosable dans le plasma 3%, Sa

343398 st connue comme indépendante

production, supposée étre le reflet de la production d’enképhalines
de certains parameétres généraux 3434 mais aussi de certains contextes pathologiques tels le sepsis 38, Ce
peptide, non lié aux protéines plasmatiques, est supposé librement filtré par le glomérule sans sécrétion ni

réabsorption ultérieure 3.

A 343,350-362

Sa concentration plasmatique s’éléve en cas d’insuffisance rénale aigu ou chronique 36933, Cette

augmentation, attribuée essentiellement a un défaut de filtration rénale bien qu’une augmentation de la

production intra-rénale ou autres (cardiaque) puisse aussi participer 3*3, est fortement corrélée au DFG en

348,353,356-359,364 349,360,363

en particuliers quand celui-ci est mesuré avec la
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349360364 Ajnsi I'évaluation de ce taux permet de diagnostiquer précocement

technique de référence
(Admission ou < 24h 333354356359-361) Papnarition d’une insuffisance rénale aigué (critéres variables) avec des
performances élevées, comparables aux biomarqueurs les plus performants (AUROC = 0.725-0.87 3*). Plus
encore l'étude de la cinétique (J1/J2) de PENK aprés agression optimise encore les performances

diagnostiques 3°63%,

Cependant ce marqueur reste imparfait pour plusieurs raisons :

- I n’est bien évalué que dans le contexte des patients de réanimation et a fortiori avec un sepsis.
Sa concentration plasmatique pourrait étre potentiellement dépendante d’autres parameétre que

la fonction de filtration rénale, ce qui pourrait limiter son utilité dans d’autres situations.

- La quantification d’un marqueur s’accumulant en réponse a une insuffisance rénale aigue est

toujours retardée par rapport au timing de I’agression.

- Il s’agit d’'un marqueur purement fonctionnel évaluant le retentissement de |’agression sur la
fonction de filtration et non la présence d’une souffrance ou de Iésions tissulaires accessibles a un

traitement.

B.1.a.4. Albuminurie :

L’albumine est une protéine de 585 aa (68 kDa), synthétisée par le foie, représente la protéine plasmatique
majoritaire (60% des protéines circulantes) dont la concentration circulante est influencée par de nombreux

facteurs (inflammation, état nutritionnel, régulation hormonale...) 3.

En conditions physiologiques, cette protéine est filtrée a faible débit au travers de la barriére glomérulaire
254,366,367 gvant réabsorption intégrale au niveau du tubule proximal via le couple mégaline/cubuline 3. Ainsi

physiologiquement I'alouminurie est indétectable, soit inférieure a 30 mg/g.

De nombreuses situations pathologiques peuvent induire une albuminurie significative notamment une
altération de la barriere glomérulaire mais aussi une altération de la réabsorption tubulaire, deux anomalies
potentiellement rencontrées en contexte d’IRA. Néanmoins, son taux urinaire est aussi largement influencé
par de multiples facteurs (état nutritionnel, présence d’une sonde urinaire, inflammation...) qui en fait un
marquer peu spécifique et peu utilisable de I'IRA hormis pour éventuellement documentée une origine liée

a laltération e la perméabilité du filtre glomérulaire 34,
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B.1.a.5. Les autres protéines de bas poids moléculaires circulantes : Beta-2-

microglobuline (62M), Alpha-1-Microglobuline (a1M), Retinol Binding Protein (RBP)

Ces biomarqueurs potentiels, basés sur le méme principe que I'albumine ou la cystatine, partagent le méme

mécanisme et les mémes sources de variation 2°%.

Ces protéines sont constamment produites et libérées
dans la circulation avant d’étre librement filtrées par le glomérule et réabsorbées par le tubule proximal via
le couple mégaline/cubuline afin d’y étre dégradées ou recyclées %435 De ce fait, en condition normales leur
concentration urinaire sont extrémement faibles et une augmentation de celles-ci peut ainsi étre interpréter
comme un signe de dysfonction tubulaire notamment proximale 2*#3%°, De plus, si leur production est
constante et que leur élimination est principalement rénale, le dosage sérique de ces biomarqueurs peut

étre utilisé pour évaluer la fonction de filtration rénale sur le méme principe que la créatininémie. C'est par

exemple le cas pour la B2microglobuline 3%.

Bien que connus de longue date et relativement facile a doser dans les fluides biologiques, ces marqueurs
souffrent de lourds inconvénients supplémentaires qui limitent leur pertinence en pratique en particulier
dans un contexte aigu. Ainsi leurs concentrations sériques sont souvent influencées par des facteurs divers
comme l'inflammation ou I'existence d’une pathologie sous-jacente dissociant celle-ci de la fonction de
filtration 3%°. De méme, leurs concentrations urinaires sont également augmentées lors d’'une augmentation
de la quantité de protéine filtrée par les glomérules (protéinurie de surcharge ou altération du filtre) entrant

254,369-371

en compétition avec leur réabsorption tubulaire Enfin, pour certains d’entre elles, notamment la

B2M, leur stabilitt médiocre a pH urinaire physiologique, en lien avec une probable dégradation

enzymatique, rend leur utilisation techniguement complexe en routine 3727374,

Plusieurs biomarqueurs peuvent étre rangés dans cette catégorie :
- B2M / Beta-2-microglobuline :

La B2M est une protéine de 100 aa (12 kDa) produite par I’'ensemble des cellules de I'organisme, ce qui lui
assure une production et des taux circulants ou urinaires relativement constant en conditions basales
notamment assez indépendant du sexe, de I’dge ou de la masse musculaire 3¢%37>, Cependant, de nombreuses
situations sont décrites comme potentiellement associées a une augmentation de sa production notamment
dans des situations de prolifération cellulaire incontrélées (cancer, hémopathies...) mais aussi des stimuli
environnementaux (tabac...) 3*°. Elle est supposée étre éliminée quasi exclusivement par voie rénale ou elle
est librement filtrée au niveau glomérulaire avant réabsorption tubulaire proximale pour dégradation 3. Sa
concentration circulante a été décrite comme bien corrélé a la fonction de filtration évaluée par méthode de

3693753783y point que certaines équations d’évaluation du DFG I'utilise

référence en situation chronique
comme base 3%937>_ Son utilisation n’apporte pas de réel bénéfice comparativement a la créatinine hormis
I'indépendance vis a vis de certaines caractéristiques morphométriques 3%37>377 Ses performances en

situation aigue sont moins documentées mais la encore un bénéfice réel par rapport a la créatinine semble
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peu probable 3937938 g3 concentration urinaire est principalement dépendante de la réabsorption tubulaire
en compétition avec les autres protéines. Ainsi une augmentation des taux urinaires peut étre soit le reflet
d’une dysfonction tubulaire ou d’'une monopolisation de la fonction de réabsorption par les autres protéines

369,371,381 U

anormalement filtrées élévation de la B2m urinaire est observée en réponse a diverses IRA avec

de bonnes capacités de prédiction confirmée dans certaines situations 30%340.370,382-384

- alM / Alpha-1-Microglobuline :

L’Alpha-1-Microglobuline (a1M) est une glycoprotéine de 183 aa (26 kDa) produite principalement par le foie
avant d’étre libérée dans la circulation et distribuée dans les divers tissus 3°. Elle est éliminée au niveau rénal
par filtration libre au niveau glomérulaire avant réabsorption et dégradation au niveau tubulaire proximal

254,386

385 Sa concentration urinaire augmente précocement aprés certaines agressions rénales en lien avec un

défaut de réabsorption tubulaire. Son dosage permet de diagnostiquer une IRA relativement efficacement
dans diverses situations (AUC 0.74) 3%avec I'avantage d’une grande stabilité dans les urines a pH usuels 3%’
Elle aurait également un role prédictif sur le développement d’'une IRA grave requérant le recours a
I’épuration extra-rénale avec de bonnes performances (AUC = 0.86) 3%, Néanmoins des validations a large

échelle manquent a notre connaissance.
- RBP / Rétinol Binding protein :

La Rétinol Binding Protein sérique (RBP ou RBP4), est une protéine non glycosylée de 182 aa (21,2 kDa),
synthétisée par le foie et libérée dans le courant sanguin, avant élimination par voie urinaire via une filtration
glomérulaire suivie d’une réabsorption et dégradation tubulaire proximale 37-3° Son taux sérique est corrélé
a la fonction de filtration rénale, notamment en contexte chronique 377:3%°, Néanmoins cette corrélation au
DFG est moins forte que la créatinine en grande partie en lien avec l'influence d’autres parameétres
notamment morphologique et alimentaires et n’est pas étudié en contexte aigu *’’. Une augmentation des
taux urinaires de RBP ou de ses dérivés clivés survient précocement apres diverses agressions rénales en lien

24391392 | e dosage de la RBP, dont les

avec une dysfonction de la réabsorption tubulaire proximale
concentrations sont stables dans les urines a pH acide, permet un diagnostic de I'IRA avec de bonnes
performances (AUC 0.77-0.96) 392393, Néanmoins I'utilité de ce marqueur reste peu documentée en dehors

de ces quelques études.

B.1.b. Marqueur de stress épithélial : Le couple Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2

(TIMP-2) et Insulin-like Growth-factor Binding Protein 7 (IGFBP7) :

Ce produit de marqueurs, seul représentant de sa catégorie est un marqueur de stress épithélial permettant

de mettre en évidence que I'épithélium en souffrance tente de s’adapter.
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) 394

Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2 (TIMP-2) est une glycoprotéine de 220 aa (21 kDa exprimée

395:3% gvec une régulation complexe

notamment au sein de I'épithélium tubulaire rénal en conditions basales
surajoutée faisant intervenir des intermédiaires essentiels de la réponse au stress cellulaire (TGFB1 3% ou HIF
39) TIMP2 joue un réle de signal auto et paracrine permettant d’arréter le cycle cellulaire via I'induction de
I’expression de p27, un inhibiteur des complexes CDK-Cyclines (Cdk4-CyclinD, Cdk2-CyclinE), bloquant ainsi
les cellules 3 la transition G1/S 3991, Insulin-like Growth-factor Binding Protein 7 (IGFBP7) est une protéine
de 282 aa (29 kDa) fortement exprimée dans le rein en condition basale en particulier au sein de I'épithélium
tubulaire proximal 3. Elle serait capable d’exercer des fonctions de signalisation directes, de maniére
autocrine et paracrine 3%, telle I'induction d’expression de P21 et P53, deux inhibiteurs des complexes CDK-

Cyclines, jouant ainsi un rdle direct dans I’arrét du cycle cellulaire39%:492-404,

TIMP-2 et IGFBP7, sont considérés comme un couple de biomarqueurs associé a I’arrét du cycle cellulaire,
une réponse cellulaire classique a divers stress physiologiques ou pathologiques comme nous I'lavons vu
précédemment *#3%_ Leurs concentrations urinaires augmentent, bien que de maniére variable, en réponse
a diverses agressions rénales aussi bien dans les modéles animaux 3% qu’en pathologie humaine %°>%%°, Cela
serait la conséquence d’une libération accrue du contenu cellulaire épithélial principalement tubulaire
proximal bien que d’autres mécanismes tels une augmentation de I’élimination urinaire des molécules
plasmatiques secondaire a une augmentation de perméabilité glomérulaire ou une réduction de la
réabsorption tubulaire proximale soient possibles (protéinurie > 1g/L) 3%. Cette augmentation, bien que de
timing variable suivant le contexte, est précoce : détectable dés 1h post agression avec un maximum vers 4

a 6 heure en post-chirurgie cardiaque par exemple 406408:411,421,422

Le produit de ces concentrations [TIMP2] *[IGFBP7] /1000, sans normalisation 399423, 3 pu étre validé dans le
diagnostic précoce de I’AKI en contexte divers. Les performances semblent trés correctes pour la détection
des AKI modérées a séveres (KDIGO 2/3) dans diverses agressions (AUC variables 0.7-0.97 mais généralement
voisines de 0.85) 399405406,408,411-416,419,420,422,424 | o hénéfice de cet indicateur semble moins net pour le
diagnostic d’IRA tout stade (AUC 0.58-0.9) 407.409,410,412,413,416-418,420-422,425-431 | o seyj| utilisé, bien qu’encore
débattu, se situerait entre 0.2 et 0.4 (ng/mL)%. En complément de cet intérét diagnostique, ce produit
présente un possible intérét pronostique permettant de détecter les AKI persistantes **? et le risque de
progression vers des stades plu élevés *3. C’'est également le seul marqueur ayant prouvé sa capacité, dans
le contexte d’une chirurgie cardiaque avec circulation extra-corporelle, a identifier précocement (4h post
CBP) un sous-groupe de patient pour lequel une prise en charge plus intensive (optimisation glycémique,
optimisation hémodynamique, éviction néphrotoxique, surveillance rapprochée...) permet de réduire le

risque d’IRA %34,

Néanmoins ce produit présente plusieurs inconvénients :
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- Bien que considéré comme un marqueur de souffrance épithéliale, il est surtout performant pour
détecter des IRA modérées a séveres et moins les IRA légeres ou infracliniques. Pourtant, ces
dernieres sont également associées a un pronostic général ou fonctionnel péjoratif et

potentiellement autant, voire méme plus, accessibles a un traitement %28,

- Ses performances surtout validées dans des indications standardisées principalement en
réanimation mais sont moins clairement évaluées en contexte tout venant avec parfois des

performances décevantes **°,

- Leurs performances semblent dépendantes de |'étiologie de I'IRA et des anomalies urinaires
associées. Celles-ci sont altérées dans certaines pathologies comme la néphrotoxicité des sels de
platine ol leur apport diagnostique est rapporté comme nul par certaines études **° ou encore en

cas de protéinurie > 1g/L 3%°.

- Le cut-off optimal est aussi potentiellement dépendant du contexte notamment en présence d’une

insuffisance rénale pré-existante 3¢,

Ces marqueurs ont été approuvés pour utilisation en Europe et aux Etats-Unis et peuvent étre dosés par des

kits de dosage commerciaux (NephroCheck®, AKIRisk®).

B.1.c. Marqueurs de souffrance épithéliale :

Cette famille de marqueurs témoigne de la présence d’une souffrance avec changement de différenciation

au sein de I’épithélium tubulaire.
B.1.c.1. NGAL :

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), aussi appelée lipocaline-2 (LCN2) ou sidérocaline, est un
polypeptide de 25 kDa, exprimé faiblement par de nombreux tissus et types cellulaires en conditions basales
261437438 5on expression est fortement et précocement (dés 1 a 3 heures) induite en réponse a une agression
ischémique ou toxique au sein du tissu rénal accompagnée d’une accumulation particulierement importante
au sein du tubule proximal 3%  Cette augmentation d’expression s’accompagne d’une augmentation
précoce de sa concentration urinaire et plasmatique, détectable dés 1 a 3 heures avec un maximum 6 a 12

440-446 || présente des performances diagnostiques variables (AUC 0.60-0.95) en

heures aprés I'agression
fonction de la situation d’étude avec une particuliere efficacité dans certains contextes, en cas d’agression
précisément datée et d’absence de MRC préexistante 261,263340341,392,446452 'pang certaines études il semble

méme le plus performant 3%,
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B.1.c.2. Soluble Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) :

KIM-1, aussi appelé T cell immunoglobulin mucin domains-1 (TIM1) ou Hepatitis A virus cellular receptor-1
(HAVCR-1), est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 (104 kDa) **°. KIM-1 n’est pas détectable dans

134,453

le rein en conditions normales mais son expression est fortement induite en contexte de diverses

agressions rénales au pole apical des cellules tubulaires proximales en souffrance/dédifférenciées chez

134,453-461 KIM-1 est potentiellement clivé enzymatiquement par des métalloprotéases

I’animal ou I’humain
dans sa région juxta-membranaire libérant KIM-1 soluble (skKIM-1 90 kDa) détectable dans les urines
135,454,460,462-464  gon excrétion urinaire est corrélée a la souffrance tubulaire proximale et a I'expression
tissulaire rénale induite de KIM1 dans des modéles animaux *** mais aussi en pathologie humaine #*34°, |3
cinétique de ce sKIM1 dans les urines est variable suivant le type d’agression mais semble relativement
précoce. Dans le modele de I'agression rénale ischémique (ischémie reperfusion ou chirurgie cardiaque
programmée avec CEC), mécanisme lésionnel le plus classique, une augmentation tres précoce (2-3h) est
détectable avec un maximum a 48h puis une décroissance lente sur plusieurs jours #46:460464-466 p|sjeyrs
études ont confirmé que I'utilisation du ratio sKIM-1/Créatinine permet de diagnostiquer de maniére efficace
et précoce une souffrance tubulaire proximale dans divers modeles animaux avec une meilleure efficacité
que les marqueurs traditionnels (créatinine sérique, urée sanguine) %’ Chez ’lhomme, les résultats sont
plus contrastés avec des performances variables suivant les études et les mécanismes de I'l[RA AUC = 0.71 -
0.92 340:341,446,448,465,466,468,469 | 3 seyle méta-analyse disponible estime une performance globale AUC a 0.86

dans le diagnostic de I'IRA en divers contextes d’agression *7°.
B.1.c.3. Liver Fatty Acid Binding Protein (L-FABP):

Liver Fatty Acid Binding Protein (L-FABP ou FABP-1) est une protéine de 127 aa (14-15 kDa) principalement
exprimée au sein du foie mais également par de nombreux autres organes tel le rein, le tube digestif, le

pancréas ou encore le poumon dans divers type cellulaires 6>472472_ Dans le rein humain, L-FABP est

I 262,471,473

fortement représentée, au sein des cellules de I'épithélium tubulaire proxima . LU'origine de la

protéine identifiée dans le tubule proximal n’est pas clairement identifiée, celle-ci pouvant étre issue d’une
expression locale mais aussi d’une réabsorption via le couple mégaline/cubuline apres filtration dans I'urine
primitive 4’4, A noter que chez les rongeurs, son expression rénale est extrémement faible justifiant le recours
a des modeles transgéniques pour étudier sa fonction et sa redistribution aprés agression */>476, Son
expression basale est potentiellement régulée au niveau transcriptionnel par de nombreux facteurs de

transcription (HNF1, SRE, PPAR...) *’?, des conditions pathologiques (dyslipidémie) mais aussi certains

) 262,472

traitements (Statines, Fibrates . Son expression tissulaire rénale et sa libération urinaire sont

t 261,443,448,451,477-483

augmentées tres précocemen en contexte de diverses agressions a la fois chez I’lhomme et

I’animal 448,450,451,473,476-482,484,485
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Son dosage urinaire peut étre utilisé comme marqueur de lésion épithéliale (marqueur de souffrance
épithélial) de I'IRA avec de bonnes performances (AUC 0.7 - 0.96) dans divers contextes d’agression et a

HO-H 12) 261,340,341,448-452,477-483

différents timing précoces ( . Il pourrait méme avoir des propriétés prédictives

avant certaines agressions pour la survenue d’une IRA #8465 oy aprés d’autres pour la progression ¥,
L'utilisation de son taux sanguin, bien que moins documentée, est aussi évoquée comme marqueur
diagnostique potentiel dans une forme particuliere d’IRA, notamment la (survenue d’un retard a la reprise
de fonction rénale post-transplantation) dans une petite cohorte de 67 malades, avec des bonnes

performances (AUC 0.9) “%8,
B.1.c.4. Interleukine 18 :

L'interleukine 18 (IL-18) est une cytokine appartenant a la superfamille IL-1 2426248949 | e précurseur de
cette cytokine est exprimé par les cellules immunitaires, mais aussi certaines cellules épithéliales notamment
un sein du tubule proximal rénal, sous la régulation de NFKb. Ce précurseur nécessite un clivage,
principalement par la Caspase 1 apres assemblage de lI'inflammasome NLRP3, pour former son dérivé
bioactif, I'll-18 (18kDa), ensuite libérée dans le milieu extérieur ou il va agir sur différents récepteurs
spécifiques (1118r) induisant un effet proinflammatoire (stimulation de I’expression de IFNy, stimulation de la
cytotoxicité, expression des molécules adhérence, expression de chimiokines pro-inflammatoires...). L'IL18
est décrite comme impliquée dans de nombreuses pathologies inflammatoires (Psoriasis, NigA, MICI, Still,
SEP, asthme, SARS...) 2448949 |’expression de I'll18 est induite dans le rein, principalement en lien avec une
augmentation de I'expression épithéliale, de maniere caspase-1 dépendante, en réponse a de nombreux

A 262,491,492

modeles animaux d’IR Sa concentration urinaire est également augmentée précocement

(admission ou <24h) en pathologie humaine dans de nombreuses situations d’IRA avec lésions tubulaires

f 392,493

proximales et associées a un pronostic péjorati ~49%_ Néanmoins ces performances sont imparfaitement

reproductibles et au plus équivalentes aux autres biomarqueurs pour le diagnostic IRA AUC 0.7 (0.58-0.83)

340,341,392,495,497-500

B.1.d. Les Omics :

L'avenement de nouveaux outils technologiques, notamment la spectrométrie de masse et éventuellement
les procédés de séparation moléculaire, a permis I’évaluation a grande échelle et sans a priori certaines
classes molécules dans les urines ou le sang aprés agression avec I'objectif de permettre un diagnostic plus

précoce et une stadification plus fine de ces épisodes >91~>%,

Plusieurs classes moléculaires peuvent ainsi étre évaluées avec chacun leurs avantages et inconvénients :

- Le protéome : Il correspond a I’étude des assemblages d’acides aminés de plus fort poids moléculaires (>
10 kDa). Il est porteur d’une information assez étendue avec des concentrations assez facilement détectables

dans divers fluides biologiques. Il présente I'avantage d’étre tres proche de la physiologie, déterminé par
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I’'abondance de la protéine issue de sa production et/ou de sa libération avec une interprétation possible sur
le plan mécanistique. Il présente I'inconvénient de nécessité un pré-traitement plus important et d’'une moins
grande reproductibilité. Il est également peut stable dans les échantillons aprés collection notamment en

lien avec I’hydrolyse spontanée ou enzymatiques des protéines dans les fluides biologiques *°>>%4,

- Le peptidome : Il correspond a I'étude des peptides, assemblages d’acides aminés de faible poids
moléculaires (< 10 kDa). Il est porteur d’une information complexe en raison de sa trés grande diversité avec
des concentrations assez facilement accessibles dans les fluides biologiques et des variations plus rapides
apres exposition a un stress aigu tel I’ARA. Il ne nécessité qu’une procédure d’extraction simple sans digestion
préalable avant analyse sur machine. Il présente également I’avantage de plus grandes reproductibilité et
stabilité dans les échantillons que le protéome ou le métabolome. (Klein 2016) Cependant il présente
certaines limites : il est déterminé certes par la disponibilité des protéines sources mais également par
I'activité de protéases et endopeptidases rendant une interprétation physiopathologique complexe ; il est
porteur d’une diversité importante posant des problémes lors de I'analyse biostatistique (fausse découverte,

overfitting) ... 50%°04

- Le métabolome : Il correspond a I’évaluation des composés de tres faible poids moléculaire (< 1-1.5 kDa) a
I'image des lipides simples, des acides aminés, des hydrates de carbones et de leurs dérivés. Son étude est
plus récente en lien avec des difficultés techniques supplémentaires. Il est porteur d’une information plus
simple, en raison de sa plus faible diversité. Cependant, les concentrations de métabolites varient plus

III

rapidement (“en temps réel”) que les protéines ou méme les transcrits, en faisant un candidat intéressant
pour évaluer I'adaptation a des situations de stress aigu comme I’ARA notamment dans I'optique d’identifier
des biomarqueurs précoces. Il présente également I'avantage de pouvoir étre exploré par certaines
techniques ne nécessitant qu’une préparation limitée (RMN) comparativement aux autres techniques >%°02,
Il présente néanmoins un certain nombres de limites : une moindre stabilité de ces composants dans les
échantillons nécessitant une analyse rapide apres prélevement sous peine de biais techniques important ;
une possible influence par des facteurs environnementaux indépendant de la situation pathologique étudiée
(apport alimentaire ou IV...) ; une plus grande simplicité limitant de facto I'information apportée ; la moindre
sensibilité notamment de certaines techniques ne permettant une quantification que des espéces les plus

abondantes notamment dans certains fluides biologiques >°>02504,

Ces diverses approches sans a priori, ont permis la découverte ou la confirmation de nouveaux candidats

biomarqueurs, détectables principalement dans les urines de modéles animaux d’IRA *%°% oy de patients

IRA 393,505,509-515 506,516

mais également dans le sérum
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Ces nouvelles techniques ont aussi abouti a I’émergence du concept de signature. Ce concept pousse a
I'extréme l'idée de base qu’un seul biomarqueur ne permettant pas d’appréhender la complexité de ce
syndrome, une combinaison d’'un nombre plus ou moins important de ces marqueurs serait bien plus
performante pour détecter et classifier les épisodes d’IRA. *°% Plusieurs études ont identifié des signatures

Omics permettant un diagnostic précoce d’IRA avec des performances supérieures (AUC 0.8-0.9) aux

517-520

biomarqueurs traditionnels dans différentes situations aussi bien par peptidomique , qu’en

protéomique >?1°09*120y par métabolomique >4,

Concept de signature

- Combinaison de multiples marqueurs permettant d’identifier des groupes d’individus ayant des risques
différents de présenter un événement.

- Ce type d’approche s’avére particulierement intéressante dans les situations ou les déterminants de la
survenue de I'événement sont multiples comme dans I'IRA.

- Lidée est que chaque marqueur unitaire est peu performant car il n’explore qu’une partie des mécanismes.
Par contre la combinaison de plusieurs marqueurs complémentaires, explorant divers mécanismes en jeu, au
sein d’une signature permet d’avoir une vision d’ensemble des processus a 'ceuvre et donc optimise les
performances.

A titre d’exemple, on peut citer la signature peptidomique diagnostic précoce de I'IRA publiée par Metzger
et al (Metzger 2010). Celle-ci, malgré un trés faible effectif (n = 30 en découvert et 20 en validation, n = 110
en validation), permettait de diagnostiquer précocement la survenue d’une IRA dans le contexte des patients
de soins intensifs tout venant mais aussi en greffe de moelle osseuse ou en chirurgie cardiaque avec des

performances correctes (AUC 0.81-0.90) et supérieures aux biomarqueurs urinaires classiques (KIM-1, NGAL)

518,519

Néanmoins plusieurs limites s’opposent a |'utilisation de telles techniques pour le moment en routine. Déja,
le manque de disponibilité en pratique courante, réservant l'utilisation de tels outils a quelques centres
spécialisés. De plus, la lourdeur technique de certaines approches nécessitant un temps de manipulation et
d’analyse important (plusieurs heures voire jours) avant rendu du résultat non compatible avec un diagnostic
précoce et donc une utilité clinique. Enfin, I'interprétation de ces analyses est complexe avec des biais
potentiels attribuables au processus de standardisation des spectres, a I'identification des peptides, a la
normalisation des abondances et au traitement biostatistique complexe des données (sélection des peptides

informatifs, gestion des valeurs manquantes, choix de la signature et construction des modeles).

B.1.e. Autres marqueurs :
Comme nous I'avons évoqué plus haut, de tres nombreux autres marqueurs ont été développés et validés
dans le diagnostic précoce mais avec un moins bon niveau de preuve. On pourra citer a titre d’exemple : la
N-acetyl-Glucosaminidase (NAG) 46448469522 |5 Selenjum-Binding Protein 1 (SBP1) 23, I'alpha-1-antitrypsine

263527 gy encore la
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263,527

Glutathione-S-transferase . Bien d’autres ont fait 'objet de publication isolés *°2, Cependant ces

marqueurs étant a un stade tres préliminaires, nous n’en détaillerons pas les propriétés.

B.2. Les outils d’optimisation de la mise en ceuvre des critéres diagnostiques

Au-dela de la découverte et la validation de nouveaux marqueurs diagnostiques, un axe majeur
d’amélioration est de permettre la mise en ceuvre optimisée des marqueurs existant et a venir pour le

diagnostic de I’ARA.

B.2.a. Approches multimodales intégrées et place du Big Data :
Un premier axe possible d’optimisation de la mise en ceuvre de marqueurs actuels correspond a leur
combinaison a travers les nouveaux outils numériques afin d’obtenir des modeles diagnostiques plus
performant. L'efficacité de ce type d’approche est sous tendue par le fait que I'IRA est un syndrome complexe
de par son hétérogénéité et I'intrication pour chaque étiologie des mécanismes et déterminants diverses,
dont I'appréciation correcte est impossible a partir d’'un marqueur unique. La combinaison de divers
marqueurs cliniques ou biologiques, et éventuellement la prise en compte de leur évolution au cours du

temps, pourrait mieux appréhender cette complexité et facilité le diagnostic d’IRA.

Ces combinaisons peuvent d’abord prendre la forme de scores multimarqueurs intégrant simultanément
différents marqueurs de I'IRA dont la combinaison offre une performance diagnostique supérieure aux
marqueurs isolés. Un bon exemple de ces combinaisons de marqueurs correspond aux signatures Omics, qui,
bien qu’obtenues en une seule exploration, contiennent intrinsequement cette propriété combinatoire que
nous avons déja abordées plus haut. Mais ces combinaisons multimarqueurs se développent au-dela des
Omics avec des applications pratiques plus envisageables a court terme. Une combinaison de marqueur déja
utilisée correspond au couple TIMP2/IGFBP7 détaillé plus haut. Plusieurs études ont évalué I'efficacité
d’autres combinaisons avec un certains gain de performances avec pour le moment un manque de validation

externe 261,430,446,450,464,469,528,529'

Ces combinaisons peuvent également prendre la forme des scores ou algorithmes combinés intégrant des
données cliniques de bases et un ou plusieurs biomarqueurs diagnostiques. Ce type d’approche est
particulierement intéressant car les données cliniques sont souvent assez facilement disponibles pour étre
intégrées sans examen supplémentaire dans la combinaison avec des biomarqueurs. Du coup ce type de
procédure n‘implique pas de colt ou de délai supplémentaire en dehors de la mise en ceuvre de I'algorithme

III

ou du calcul du score. Certains auteurs ont formalisé ce concept sous le terme “angor rénal” par analogie

avec le raisonnement dans la prise en charge du syndrome coronarien aigu et la troponine sans véritablement

530

convaincre De nombreuses études ont ensuite évaluer différentes combinaisons dans différents
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contextes avec un certain succés notamment en termes de précocité et d’optimisation des performances

409,430,529,531-534 mz|aré quelques déceptions 428

Enfin une autre méthode correspond a I’étude de la cinétique de ces biomarqueurs, éventuellement associée
alintégration d’autres parametres, afin d’identifier des trajectoires permettant soit d’améliorer le diagnostic
soit de mieux prédire la sévérité ou I’évolution. A I'extréme ce type de procédure pourrait permettre une
évaluation en temps réel de I'évolution du risque en fonction des différentes données disponibles et
interventions thérapeutiques. Ces approches, bien que plus complexes a mettre en ceuvre donnent de

premiers résultats intéressants 420°20,531,532,535,

Ces nouvelles approches, prometteuses, sont encore a un stade trés précoce et nécessitent encore des

optimisations et surtout des validations externes solides avant une utilisation.

B.2.b. Détection automatisée et e-alert :
Depuis quelques années, permis par les progrés technologiques et la numérisation des systémes
d’information médicaux, de nouveaux programmes automatisés de détection des critéres KDIGO se sont

développés pour permettre une meilleure détection de I'IRA.

Ces programmes sont capables d’identifier précocement |'apparition de criteres KDIGO par screening,
permanent ou intermittent, de I'ensemble des données disponibles pour tous les patients, notamment les
bilans biologiques et les surveillances de diureses. En cas d’apparition de critéres KDIGO, des e-Alertes sont

envoyés aux soighants pour inviter a la mise en route de mesures adaptées 2%°¢,

La premiere évaluation de ces e-Alert pour le diagnostic de I'IRA a été publié en 1994 par Rind et al. Depuis
de nombreux autres projets de ce type ont été développés et mis en fonction a travers le monde, I'un des

plus ambitieux étant celui NHS 537240,

Ces e-Alerts ont fait la preuve de leur capacité a améliorer la sensibilité et la rapidité de diagnostic dans
certaines études, surtout sur les IRA acquise en hospitalisation >3723%%! |es résultats sont en revanche
décevant pour le diagnostic des IRA communautaires, avec un important retard a la détection,

principalement en raison de I'absence de numérisation ou d’intégration des données ambulatoires 236,

Cependant, ces e-Alerts, lorsqu’elles sont utilisées seules, ne semblent pas apporter de bénéfice majeur sur
des critéres cliniques durs, étant incapable de réduire la mortalité (OR 1.05 [0.84-1.31]) ou le recours a la
dialyse (OR 1.20 [0.91-1.57]) >*?, malgré quelques discordances entre les études >*>*3>% Cependant, leur
utilisation associée a des explorations et une optimisation thérapeutique systématique (“Care Bundle”)
donnent des résultats prometteurs avec réduction de la progression de I'IRA, de la mortalité et de la durée

de SéjOU r 20,545-549

Ces e-Alerts, bien qu’encore a un stade précoce de développement, représentent donc des outils

potentiellement intéressants pour la prise en charge de I'IRA.
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B.3. Enjeux actuels et futurs de la recherche pour le diagnostic de I'IRA :

Actuellement le domaine du diagnostic de I'IRA est probablement a la veille d’une profonde transformation
avec plusieurs challenges majeurs que la recherche et la pratique médicale devront relever dans les années

avenir.

Le principal challenge est le changement de paradigme pour redéfinir I'IRA en pratique clinique. Celui-ci sera
notamment permis a court termes par le développement et I'avenement de nouveaux biomarqueurs plus
performant par leur capacité a identifier correctement les patients souffrant d’une IRA au-dela de I’altération
fonctionnelle, leur précocité, leur capacité a mieux apprécier le mécanisme et la sévérité de la souffrance
rénale. Certains biomarqueurs prometteurs sont déja arrivés sur le marché et devraient rapidement étre
évalués en pratique clinique quotidienne a I'image du couple TIMP2/IGFBP7 avec pourquoi pas a la clé des
premieres modifications des recommandations KDIGO. Néanmoins, ces marqueurs disponibles montrent
déja certaines limites en fonctions des contextes et des objectifs imposant de poursuivre ce champ de

recherche.

Un autre enjeu majeur a venir, est la prévisible complexification des outils de diagnostic pour parvenir a
mieux identifier, caractériser et traiter les épisodes d’'IRA, qui représentent un ensemble trop hétérogene
pour étre correctement caractérisé par un seul marqueur. Cela sera permis notamment par |'arrivée des
nouvelles technologies numériques (big data), permettant I'intégration d’un ou plusieurs biomarqueurs, mais
aussi de données cliniques avec de possibles considérations temporelles (trajectoires). Le domaine de la
Santé est en retard sur cette voie de la transformation numérique mais les avancés observées dans d’autres
domaines (industrie, militaire, surveillance, internet...), permettent d’imaginer I'impact potentiel de telles
approches dans notre discipline. Ces outils pourront représenter des aides précieuses en pratique d’ici
quelgues années pour mieux adapter nos prises en charge a chaque individu. Ainsi paradoxalement, ces
approches large échelles impersonnelles représentent probablement une étape importante vers la médecine

personnalisée aprés laquelle nous courrons depuis des décennies.

Enfin, un autre challenge important correspond a I'automatisation de certaines taches de surveillance ou de
diagnostic grace notamment aux recours aux algorithme « d’ 1A ». Un premier exemple déja mis en pratique
dans certaines structures correspond a la surveillance automatisée des registres biologiques et cliniques pour
la détection des épisodes d’IRA. Ces systemes d’e-Alert et les prises en charge standardisées associées (« care
bundle ») vont étre évaluées a large échelle, et sont amenées a se complexifier avec I'apport des nouveaux
outils technologiques, diagnostiques et thérapeutiques modifiant en profondeur notre pratique. Cela
permettra probablement a termes une meilleure efficacité mais aussi de libérer du temps médical et

paramédical pour des activités a plus forte valeur ajoutée.
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Tous ces challenges laissent présager une grande dynamique des activités de recherche dans ce domaine

avec de probables percées majeures dans les années a venir.

Un autre enjeu simple, plus pragmatique, moins intéressant en termes d’activité de recherche mais pourtant
tout a fait essentiel sera également d’améliorer I'information, la formation des soignants et I'accessibilité a
ces outils diagnostiques (méme simples) dans la pratique courante en particulier dans des régions
médicalement sous dotée. Cela est particulierement vrai dans les pays en développement et correspond a

un enjeu de santé publique majeur au niveau international *2.

C. Prédire I'lIRA :

Un autre enjeu qui pourrait permettre d’améliorer la prise en charge de I'IRA est de développer des outils

permettant d’identifier les sujets les plus a risque d’IRA avant méme la survenue d’une agression rénale.
Une meilleure évaluation systématique du risque d’IRA préexposition revét plusieurs intéréts en permettant:

- de mieux évaluer le bénéfice/risque d’une intervention. Cela permettrait d’optimiser I'information du
patient mais aussi d’aider les médecins dans la prise de décision. Ainsi cette meilleure évaluation du risque
pourrait permettre chez les sujets les plus a risque, soit d’éviter l'intervention si celle-ci n’est pas
indispensable, soit d’orienter ces malades vers des alternatives moins pourvoyeuses d’IRA lorsqu'elles

existent.

- de limiter au maximum les autres facteurs aggravants et d’optimiser les mesures de néphroprotection chez

ces patients a haut risque.

- de mettre en place des protocoles de surveillance rapprochée pour détecter systématiquement et plus

précocement I'IRA dans ces groupes a haut risque.

- de faciliter la mise en place de traitement ciblés. Via l'identification de populations restreintes avec une
incidence élevée de I’'événement, on pourra dans un premier temps réduire I’échantillon nécessaire pour le
design d’essai thérapeutiques qui sont extrémement complexes a mettre en ceuvre (colt, recrutement de
patients). A plus long terme, en cas d’identification de traitements efficace, I'identification d’'une population
a risque particulierement élevé en pratique courante, permettra de restreindre I'usage du traitement
(limitation des El issus du traitement de patients a faible risque, optimisation des bénéfices en traitant

uniquement les patients a haut risque, réduction des co(ts).

Cette approche est particulierement intéressante lorsque I'agression est programmée ou au moins
prévisible. Deux grands exemples, faisant I'objet de nombreuses études sont l'injection d’un produit de
contraste iodé pour examen programmeé ou la chirurgie cardiaque avec CEC programmée qui ont déja fait
I'objet d’études en ce sens. Ce type d’approche en contexte d’IRA tout venant est plus complexe a envisager.

Néanmoins, la transformation numérique des infrastructures de soin, déja en marche, et la progression des
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outils permettant le traitement de données a grande échelle (Big Data), permettent d’espérer dans un avenir
relativement proche, I'apparition de ces aides dans la pratique courant sous la forme d’alertes électroniques

simples voire méme d’aide plus formelles 3 la prise en charge %.

Dans cette optique de prédiction plusieurs stratégies de complexité croissante sont possibles: simple
recensement des facteurs de risque ; création de scores basés sur des données cliniques et éventuellement
biologiques de routine ; dosage de nouveaux biomarqueurs spécifiques éventuellement combinés aux
données de routine ; I'utilisation d’outils complexes intégrant en tant réels de multiples données disponibles

(clinique, biologique, biomarqueurs prédictifs).
C.1. Identification des facteurs de risque :

La premiére stratégie, la plus habituelle, vise a identifier les facteurs de risque clinique d’apparition d’une
ARA chez les patients. Ainsi leur accumulation permet d’identifier des patients particulierement a risque

d’adapter des prises en charge spécifique %°.

Des facteurs prédisposants ont pu étre identifiés, sur des bases épidémiologiques ou physiopathologiques.
Malgré un corpus commun, beaucoup de facteurs sont spécifiques de I'agression en cause rendant un
recensement de facteur de risque généraux assez complexe. Ces facteurs de risques peuvent concernés soit

le terrain soit I'agression et peuvent étre séparés en non modifiables ou modifiables. Ces facteurs ne sont
pas forcément indépendants et peuvent interagir entre eux au-dela d’un simple effet additif >*°.

Un certain nombre de caractéristiques non modifiables du patient représentent des facteurs de risque d’IRA.
Le principal, comme nous I'avons évoqué précédemment, retrouvé dans I'ensemble des IRA, correspond a

I’existence d’une altération de la capacité de filtration maximale définie par une altération du DFG ou a

13,15,408,422,451,550—

défaut de la réserve fonctionnelle rénale 64 Certaines caractéristiques démographiques sont

13,61,422,451,550,551,553,554,556-562,564—

également impliquées dans un surrisque d’IRA telle 'avancé en age %6 e sexe

13,61,422,550,553,558,565-569 550,553,564

ou encore certains origines ethniques néanmoins a nuancer car largement
explicable par l'intrication de facteurs de confusions notamment certaines comorbidités et facteurs socio-
économiques °’°, Certaines comorbidités semblent particuliérement associées a la survenue d’une ARA a

I'image de Ilhypertension artérielle 61,422,551,552,556,558,563,566,571’ du diabéte 15,61,422,551—553,555,556,558—561,564,566,569,571’

13,15,422,553,554,556,558,559,561-563,566 15,61,563

de linsuffisance cardiaque ou des hépatopathies Enfin, certains
polymorphismes génétiques semblent jouer un réle dans la survenue et la récupération apres IRA dans
diverses situations cliniques mais leur exploration reste superficielle. Ces facteurs, bien qu’ayant une
influence, ne semblent pas étre des déterminants majeurs notamment de la survenue d’une IRA mais
semblent avoir un réle plus marqué sur la sévérité et I'évolution de I'IRA >°*>’2 Divers polymorphismes
candidats associés a un surrisque ont été identifiés avec des résultats parfois discordant en fonction des
études. lls codent pour des acteurs de différents systemes impliqués dans la physiopathologie de I'IRA

notamment la réponse inflammatoire (TNFa >73; IL6 110574575 - |10 373574 eNOS ') ou le systéme rénine-
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angiotension-aldostérone (ACE 10573576 - Angijotensinogéne/Recepteur a I’Angiotensine type 1 % ou
d’autres systémes (Vegfa >’?). Néanmoins, ces associations restent faiblement documentées, avec une

accessibilité limitée en clinique courante, un caractere non modifiable et un surrisque associé assez limité.

Plus intéressant, certaines caractéristiques du patient modifiables sont associées a un risque accru d’IRA

comme I'utilisation de traitements a risque (diurétiques *3°°133, AINS 13551563 |EC/ARA2 13533563 inhibiteurs

13,577 556,561,563

de la pompe a protons , antibiotiques *%%), I'existence d’une anémie ou encore certains facteurs

sociaux-économiques >>>’%,

Enfin certains parametres sont en lien avec les caractéristiques de |'agression et dépendent donc du

contexte. Par exemple, dans le cas particulier de la chirurgie cardiaque avec CEC 6142

, plusieurs facteurs ont
été identifié a I'image d’un contexte d’urgence avec état cardiovasculaire précaire préopératoire (urgence,

FEVG, CPIA, endocardite®7°6465569.571) "deg indicateurs d’une chirurgie techniguement complexe (BMI élevé

565 554,557,564,569

, chirurgie vasculaire ou combinée ou un antécédent de chirurgie cardiaque antérieure

557,565,569,571) ‘yne longue durée de circulation extra-corporelle 79>34562

ou encore la survenue de complication
notamment hémorragiques ou hémodynamique 72271, Dans le contexte des IRA induites par les produits
de contraste, le type de produit utilisé, une osmolarité élevée et un volume important favorisent le risque

d’IRA *°¢,

Le recensement de ces facteurs de risque est facilement utilisable en pratique courante et fait partie
implicitement du raisonnement médical quotidien. Néanmoins, cette méthode ne permet pas d’évaluation
précise et objective du niveau de risque global, et ne permet qu’une appréhension simple ou éventuellement
additive sans prise en compte de possibles d’interactions. De fait ce type de démarche n’est pas suffisante

pour permettre une évaluation correcte du risque d’IRA et d’en prédire la survenue.
C.2. Création de scores cliniques ou clinico- biologiques sur les données de routines :

La deuxiéme stratégie, consiste en le développement de scores clinique de risque basés sur des multiples
prédicteurs simples antérieurs a I'apparition de I'IRA (terrain et éventuellement certaines caractéristiques de
I'agression ou de la réponse précoce) dont les effets s’associent. Bon nombre de ces scores ont déja été

développés et validés dans divers contextes d’IRA 20593,

Ces scores représentent une piste intéressante d’aide a la décision en permettant une quantification plus
objective et précise du risque par rapport a une approche intuitive par recensement des facteurs de risque.
Cependant, tous ces scores, souffrent encore de nombreuses limites communes qui expliquent leur faible
utilisation 29°% ;

- Méme pour les plus simples, ils sont assez lourds a calculer manuellement en routine.

- lls integrent des variables prédictives dont I'obtention n’est pas évidente. Cela peut provenir de

variables non recueillies ou numérisées systématiquement en dehors du centre ol a été développé
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le score mais aussi d’un codage différent en raison de changement de recommandations ou
d’habitudes différentes suivant les centres ou les pays.

- Ces scores s’intéressent pour le moment encore a des situations trop restreintes (situations
standardisées, national...), en lien avec des bases de données limitées. Le développement de tres
grandes bases de données internationales permettra probablement a termes le développement de
scores de plus en plus pertinents et cohérents avec la pratique.

- lls utilisent des critéres de jugements non optimaux ou désuets dont la prédiction ne permet pas de
cibler une population optimale dans I'optique de mettre en place des interventions efficaces.

- Beaucoup d’entre eux n’ont pas fait I'objet de validation dans des populations et centres
indépendants limitant la généralisation de leur utilisation.

- Lexistence de multiples scores dans chaque indication sans véritable référence nuit a I'émergence
de protocole se basant sur leur utilisation.

- Leur apport est généralement jugé peu intéressant par les cliniciens comparativement a la lourdeur
d’obtention. En particulier, il existe peu d’étude qui ont pu montrer un bénéfice clinique clair sur des

criteres pertinents en lien avec leur utilisation.

Dans le modele de I'IRA secondaire a une chirurgie cardiaque, de nombreux scores prédictifs ont été

développés mais reste peu utilisés 2061422303579 Ces scores se positionnent pour une utilisation a des timing

Iy

différents par rapport a l'agression, certains de ces scores se limitant a I'utilisation de données

564,566,569,580-583 562,582,584

préopératoires ou intégrant également des données per-opératoires voire post-
opératoires précoces >8>°85°8 Ces scores prédisent également des end-points différents. La plupart se
concentrent sur la prédiction d’une IRA sévére avec recours a I’épuration extra-rénale >64#°%9°81 Ce end-point,

certes pertinent en termes de cout immédiat, n’est pas optimal en raison du mauvais pronostic de I'IRA

indépendamment du recours a I’épuration extra-rénale et des probables plus grandes difficulté a obtenir un
effet thérapeutique sur des IRA avec lésions aussi séveres. D’autres plus rares, prédisent la survenue d’une
IRA avec des définitions proches de la classification KDIGO 6>°66:82-584,586 Enfin ces études s’intéressent a des
populations légérement différentes suivant le contexte chirurgical ou le contexte géographique, avec parfois

des performances discordantes suivant les populations *®’. Nous détaillerons dans les tableaux ci-aprés les

principaux scores prédictifs disponibles en se focalisant sur les plus référencés.
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Score CICSS °8° | Cleveland >%° STS 64 SRl Toronto | Leicester >%3
581
Endpoint | IRA IRA IRA IRA IRA KDIGO
prédit nécessitant nécessitant nécessitant nécessitant
EER EER EER EER
Timing Préopératoire | Préopératoire | Préopératoire | Préopératoire | Préopératoire
Nombre 10 10 10 (ou 22) 8 8ou 15
de
variables
Variables | - Type de - Sexe, - Créatinine - FEVG, - Age,
utilisées chirurgie, - Insuffisance | sérique - Type de - Sexe,
- DFGe, cardiaque, préopératoire, | chirurgie, - Tabac,
- CPIA, - FEVG, - Age, - Antécédents | - NYHA,
- Antécédents | - CPIA, - Type de de chirurgie - Diabete,
de chirurgie - BPCO, chirurgie, cardiaque, - AOMI,
cardiaque, - Diabéte - Traitement - Diabeéte, - HTA,
- NYHA, traité par du diabéte, - DFGe, - Hb sanguine,
- AOMI, insuline, - Infarctus du - Chirurgie - DFGe,
- FEVG, - Antécédents | myocarde urgente, - Héparino-
- Auscultation | de chirurgie récent, - CPIA. thérapie,
pulmonaire, cardiaque, - Ethnie, - Coronaro-
- BPCO, - Chirurgie - Maladie graphie
- HTA. urgente, respiratoire récente,
- Type de chronique, - Statut
chirurgie, - Antécédent tritronculaire,
- Créatinine de chirurgie - FEVG,
sérique cardiaque, - Type de
préopératoire. | - NYHA, chirurgie,
- Choc - Chirurgie
cardiogénique. urgente.
AUC 0.68-0.78 0.80-0.86 0.75-0.83 0.73-0.82 0.74
557,569,579,581,588 579,581,589-591 579,581,591 579,581,589,591 583
Remarque | - Utilisation Utilisation Utilisation Pas de
dans la dans la dans la reproduction

prediction de
I'IRA avec des
performances

moindres
565,590

prediction de
I'IRA avec des
performances

correctes
565,591

prediction de
I'IRA avec des
performances

correctes
565

des
performances
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Score AKICS 8¢ MCSPI >62 Nah et al. >8 Ng > CSA-AKI >#2
Endpoint | IRA AKIN IRA AKIN IRA AKIN IRA RIFLE avant IRA KDIGO
prédit 130
Timing Postopératoire Postopératoire Postopératoire | Préopératoire (%) | Préopératoire (X),
précoce immédiat immédiat ou Postopératoire
Postopératoire immédiat (*)
précoce (¥*) ou Postopératoire
précoce (-)
Nombre 8 8 8 10(x) 5(x),
de ou 7(%)
variables 17(*) ou
8(-)
Variables | Préopératoires : | Préopératoires: | Préopératoires | Préopératoires : Préopératoires :
utilisées - Age, - Age, : - Agen™, - Sexen*-,
- Créatinine - Pression - Age, - Sexe*, - Agext*-,
sérique, artérielle - HTA, - Obésitén*, - Maladie rénale
- glycémie, pulsée, - Anémie, - Diabetex*, chroniquext®-,
- NYHA, - Infarctus du - DFGe. - Dyslipidémie*, - NYHAR*,
- type de myocarde, Peropératoires | - HTA¥, - Antécédent de
chirurgie, - Insuffisance : - DFGex*, chrirugie
Peropératoire : | cardiaque, - Transfusion - Créatinine cardiaqueit*-,
- Durée CEC. - Maladie rénale | CGR, sériquex®, - Type chirurgie *-.
Postopératoires | chronique. - CPIA, - Maladie Peropératoire :
: Peropératoires : | - Durée CEC, respiratoire®, - Transfusion CGR*-,
- Débit - Inotropes, - Hématocrite | - Endocarditex®, - CEC-.
cardiaque altéré | - CPIA, minimal. - Insuffisance Postopératoires :
requérant 3 - Durée CEC. cardiaquey, - Transfusion CGR-,
amines ou une - Type de - Bas débit
CPIA, chirurgiex®, cardiaque-.
- PVC. - Chirurgie
urgentex®,
- Choc
cardiogeniquex*,
- CPIA*,
Peropératoires :
- Durée CEC*,
- CPIA%,
- Transfusions*.
Postopératoire :
- CPIA%,
- Transfusions*.
AUC 0.61-0.85 0.8 0.75 0.77-0.81 0.74-0.82
579,586,587 562 584 554 582
Rmq Performances Pas de Pas de Pas de reproduction

moindres pour
I'IRA KDIGO >”°

reproduction
des
performances

reproduction
des
performances

des performances

Tableaux 4-5: Tableaux de synthése des scores prédictifs de la survenue d’une IRA aprés chirurgie

cardiaque. (Inspiré de Huen et Parikh. °7)
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Des scores similaires ont également été développés pour étre utilisés dans d’autres situations d’agressions
programmées comme par exemple d’autres chirurgies (Transplantation Hépatique *°>°%, Transplantation
pulmonaire %%, Chirurgie générale >*2...) ou I'administration de produits de contrastes iodés 5°*°56:359,395-600,
D’autres scores ambitionnent de prédire la survenue d’une IRA dans des contextes moins standardisés et non
programmés comme chez les patients hospitalisés dans différents contextes : Urgences *%%°! ; Soins Intensifs

63 - Hospitalisation générale 61602603

Ces scores ont longtemps été bridés par les faibles effectifs et le caractere tres parcellaire et orienté des
informations utilisées, mais depuis quelques années ce domaine est en évolution rapide en lien
principalement avec la constitution progressive de bases de données de plus en plus volumineuses et
complétes. De nombreuses publications récentes commencent a appliquer avec succes, aux premieres
banques de données en tres grandes dimensions, des outils issus du “Big Data”, nouveaux dans le domaine
médical. Ces modeles beaucoup plus flexibles, permettent déja de mieux apprécier la complexité du terrain
et la nature de 'agression, comme |’atteste une augmentation des performances et un élargissement du
champ d’utilisation nets. L'avénement récent de modeles intégrant en plus les informations en continue

ouvre de nouvelles possibilités avec une prédiction glissante a chaque instant chez les patients hospitalisés

599,602-606

Bien qu’étant encore a un stade débutant, principalement limités par I'absence de numérisation
systématique et compléte des données de Santé, ces scores ouvrent des perspectives intéressantes vers une
évaluation automatisée systématique des patients pour la détection des plus a risque de décompensation de

tel ou tel organe qui sera tres probablement un outil de routine dans un futur proche.

C.3. Identification de marqueurs prédictifs spécifiques et éventuelle combinaison aux

scores :

Malgré I'ensemble des progres des différents scores prédictifs basés sur les données cliniques et biologiques
de routines, leurs performances restent pour le moment largement imparfaites. L'identification de nouveaux
marqueurs de susceptibilité a I'IRA, détectables avant méme la survenue de I'agression, est une piste pour
permettre une amélioration. Leur utilisation seuls ou en association avec des paramétres/scores cliniques,
permettrait ainsi d’améliorer considérablement I’évaluation du terrain et du risque de survenue d’une IRA
en réponse a diverse agressions. Quelques travaux ont été conduit dans ce sens, mais restent a un stade
préliminaire, en particulier dans les modeles d’agression prévisibles que sont la chirurgie cardiaque ou

I'injection de produits de contrastes 2%°%,

Un premier outil intéressant est I’évaluation de la fonction rénale maximale incluant I’évaluation du DFG et

de la réserve fonctionnelle rénale en cas de normalité de celui-ci. Comme nous I’avons vu plus t6t, cette

capacité fonctionnelle totale est un déterminant essentiel de la capacité d’adaptation a I'agression 165166174,

A I'heure actuelle, le DFG est couramment utilisé, considéré comme un facteur de risque majeur d’IRA dans
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la plupart des agressions. Quant a I’évaluation de la réserve fonctionnelle en cas de normalité de celui-ci, elle
est aussi possible par différentes techniques (DFG apres charge en protéines, Index de résistance sans ou
avec charge en protéines...) mais reste pour le moment réservée a des situations particulieres notamment le

bilan pré-néphrectomie, au vu de la complexité de mise en ceuvre 16>166:169,174,176

Une autre piste intéressante correspond a l'identification de biomarqueurs ciblés sanguins ou urinaires. Un
premier exemple est représenté par KIM1, dont la concentration urinaire (normalisée sur la créatininurie)
préopératoire est significativement augmentée chez les patients développant une ARA (AKIN) aprés une
chirurgie cardiaque programmée permettant de discriminer ces patients a haut risque avec des
performances modestes (AUC0.67 [0.57-0.77]) 7. Une augmentation sanguine pré-agression avant injection
de produit de contraste pour coronarographie a également été observée, mais avec des performances
restant modestes %%, Un autre marqueur, plus récemment identifié et plus prometteur, est Dickkopf-3
(DKK3), un marqueur de stress épithélial dont une étude a montré le potentiel prédictif en chirurgie
cardiaque programmée %, Le risque post-chirurgie de développer une IRA, selon les critéres KDIGO,
augmente en paralléle de la concentration urinaire de cette protéine (rapportée a la créatininurie). Ce ratio
permet de prédire avec de bonnes performances la survenue d’une IRA post-chirurgie (AUC 0.78 [0.75-0.82]),
validées dans une cohorte indépendante. Plus intéressant, cette augmentation est indépendante des
facteurs de risque cliniques classiques d’IRA (age, sexe, BMI, HTA, diabete, DFGe, tabac) faisant espérer un
bénéfice diagnostic au moins en partie additif avec 'apport des parameétres ou scores cliniques. Pour le
moment, aucune validation externe de ce biomarqueur n’a pu étre obtenue en contexte aigu. D’autres
candidats potentiels émergent mais avec pour le moment des niveaux de preuve réduits, tel le sSTNFR1/2,

I’endogeneous ouabain 36107612,

C'est dans ce cadre que les outils “Omics” (protéomique, peptidomique, métabolomique) pourraient avoir
un apport majeur. D’'une part en permettant d’identifier des candidats biomarqueurs comme cela a pu étre
fait dans de nombreux contextes *°>%!3, D’autre part, ces techniques offrent aussi la possibilité de construire
des modeles multimarqueurs complexes (signatures) avec une plus grande capacité de discrimination

614~

attendue qu’une molécule isolée ¢**52° A |’heure actuelle, a notre connaissance, aucune étude a proposé

une utilisation de ces techniques avec un objectif prédictif avant I'agression notamment en chirurgie

cardiaque.

Néanmoins, I'ensemble de ces marqueurs prédictifs restent a un stade trés précoce avec encore beaucoup
de place pour des améliorations. Pour aller encore plus loin dans |'optimisation de la prédiction, ces nouveaux
marqueurs pourront éventuellement étre intégrés dans des algorithmes plus complexes intégrant aussi des

données cliniques ou biologiques.

C.4. Prédiction automatisée et alertes :
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L'une des principales limites de I'ensemble de ces scores et biomarqueurs prédictifs correspond a leur
lourdeur de mise en ceuvre comparativement au bénéfice qu’ils apportent pour la prise en charge des
malades. Cependant, a I’avenir, permis par la numérisation de I'ensemble des données médicales, le calcul
de ces scores pourrait devenir automatique. Cela permettrait un calcul est une intégration systématique de
I’évaluation des risques directement au logiciel de soins. Ce type d’approche est possible comme I'atteste

plusieurs études conduites notamment au Royaume-Uni 60606621,

Outre une prédiction automatique, ces approches d’évaluation automatisé du risque d’IRA peut s’associer a
des mesures préventives standardisées (« care bundle ») dans le cadre de systéme de prévention plus
complexes. Ce type de systeme a déja fait preuve de son efficacité dans une étude en réduisant I'incidence

de I'IRA hospitaliére ®2, Néanmoins des validations externes de telles stratégies manquent pour le moment.
C.5. Enjeux actuels de la recherche dans ce domaine :

Ce domaine de la prédiction de I’ARA est encore a un stade assez préliminaire mais représente un outil au

potentiel important pour I’avenir. De nombreux champs d’amélioration restent a creuser.

Déja, un premier axe d’amélioration est représenté par la validation externe des biomarqueurs prédictifs
existants (DKK3) et la découverte de nouveaux afin de toujours mieux optimiser les performances.
Néanmoins, il faut garder a I’esprit que ce type d’approche ne permettra jamais une prédiction parfaite, une

part des déterminants de I'IRA (dépendants de I’agression elle-méme) n’étant pas accessible avant agression.

Un deuxieéme axe d’amélioration, va consister en I'optimisation des outils de prédiction. Cela sera permis par
la massification des données disponibles (nombres de malades, nombre de variables) et I'apport des

nouveaux outils permettant I'intégration de multiples prédicteurs d’origines différentes (MultiOmics).

Un troisieme axe d’amélioration, préalable nécessaire a une utilisation en routine, sera le développement
d’outils de prédiction automatisé et intégré aux systéemes de gestion des soins éventuellement assortit
d’Alertes et de mesures standardisées. A |'extrémes ces scores pourront étre couplés a I'approche

diagnostique continue en intégrant le risque d’IRA aux outils en permettant le diagnostic.

Enfin, les études manquent quant a I'efficacité de telles approches soit en pratique sur des endpoints
cliniques durs (mortalité notamment), soit sur des stratégie de recrutement d’une population a risque en

contexte d’essai clinique.

Cet axe encore en chantier représente donc un axe de recherche a fort potentiel avec une évolution
spectaculaire prévisible dans les années a venir. Ces recherches pourront aboutir a une profonde

modification de I'organisation des structures de soins ainsi que de la pratique clinique.
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4, Conclusion :

e L’IRA est un syndrome fréquent et grave qui regroupe en réalité un ensemble hétérogene de
situations cliniques.

e Saphysiopathologie générale est encore incomplétement comprise mais implique notamment une
adaptation initiale de I’épithélium tubulaire et des processus ultérieurs de réparation des lésions.
Parmi I’ensemble des mécanismes adaptatifs, 'adaptation du métabolisme énergétique jouerait
un role central en permettant régulant bon nombre de comportements épithéliaux (survie
cellulaire, type de mort cellulaire, différenciation, phénotype pro-inflammatoire...).

e HNF-1B, un facteur de transcription connue pour réguler de nombreuses fonctions épithéliales
notamment la fonction mitochondriale, est un bon candidat pour la régulation de la réponse
épithéliale a I'agression, notamment sur le plan du métabolisme énergétique. Ce role pourrait
expliquer une part du phénotype des patients porteurs d’anomalies de son géne.

e Les criteres diagnostiques actuels de I'IRA sont imparfaits justifiant une recherche intensive sur de
nouveaux outils. Outre la découverte de nombreux biomarqueurs toujours imparfaits mais
présentant des avantages certains par rapport aux critéres traditionnels, la transformation
numérique des infrastructures de soins ouvre également d’autres perspectives. De méme, le
développement d’outils prédictifs, afin d’identifier des patients a haut risque pouvant bénéficier

d’interventions ciblées, est prometteur.
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Travaux de these

Mon travail de these s’est intégré dans cette thématique de I'IRA en abordant les aspects physiopathologique

et diagnostique.
Il s’est organisé en 3 axes :

- Un premier axe, physiopathologique, s’est intéressé au role du facteur de transcription HNF-1B dans
la régulation du métabolisme, notamment bioénergétique, au sein des cellules tubulaires

proximales.

- Undeuxiéme axe, thérapeutique, s’est intéressé aux anomalies de la voie de biosynthese de novo du
nicotinamide (NAD) a partir du tryptophane, en contexte d’agression rénale, et a évaluer I'efficacité

d’une supplémentation en nicotinamide dans la prévention et le traitement de I'IRA.

- Un troisieme axe, diagnostique, s’est intéressé a |'utilisation des outils « omics » pour le diagnostic

de I'IRA.

Ce travail a abouti a trois publications acceptées pour publication ou en cours de révision, et deux autres en

cours de préparation.

Ces trois années ont également été |I'occasion de participer a d’autres projets, aboutissant a plusieurs articles
en préparation ou publiés 5227%%5 Cependant, vu leurs thématiques parfois éloignées de I'IRA et/ou des

sciences fondamentales, ils n’ont pas été inclus dans cette these.
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Axe 1: Role du facteur de transcription HNF-1 dans les
cellules épithéliales tubulaires proximales sur I’orientation

du métabolisme en conditions basales et d’agression.

1. Introduction :

Le premier axe de mon travail de thése, physiopathologique, s’est intéressé au role du facteur de
transcription HNF-1B dans la régulation du métabolisme notamment bioénergétique des cellules épithéliales

tubulaires proximales en conditions basales et d’agressions.

Comme nous I'avons détaillé plus haut, Hnf1b est connu pour jouer un réle dans la régulation de la biogénése
et la fonction mitochondriale, un régulateur majeur du métabolisme énergétique, au sein du tubule proximal.
Cet effet serait dépendant de la régulation directe du géne Ppargcla codant pour la protéine Pgc-1a %4, Un
impact sur le métabolisme est décrit dans d’autres types cellulaires notamment tumoraux avec des

conclusions discordantes 210252626

. La régulation du métabolisme énergétique est un élément clé de
I'adaptation a I'agression notamment pour faire face a la réduction des apports en oxygene et limiter les
Iésions. La capacité a maintenir une production d’ATP suffisante et la capacité a réorienter son métabolisme
ayant un r6le important notamment pour éviter la mort cellulaire, orienté celle-ci ou encore moduler le
comportement cellulaire et de I'environnement. De plus, la capacité a réactiver un métabolisme énergétique

normal post-agression a une importance centrale dans la réparation limitant notamment la progression

d’une fibrose tubulo-interstitielle.

Nous avons donc fait I'hypothese que l'invalidation d’Hnflb induit une dysfonction du métabolisme
énergétique mitochondrial s’accompagnant d’une réorientation vers la glycolyse suivie de fermentation
lactique (Effet Warburg) anormale en condition basale. De plus, nous avons présupposé que ces anomalies

empéchent toute adaptation supplémentaire a I'agression notamment hypoxique sensibilisant ces cellules.

Pour valider ces hypothéses nous avons réalisé des explorations métaboliques a large échelle et ciblées en
se focalisant sur le métabolisme énergétique en condition basale et d’agression. A |'occasion de ces
explorations, grace a nos approches sans a priori, nous avons aussi mis en évidence d’autres anomalies
métaboliques portant sur des voies différentes mais potentiellement intéressantes. Puis nous avons essayé,
en utilisant des données de RNASeq déja obtenues et publiées dans une autre lignée avec validation
secondaire en approche ciblée dans nos cellules, de voir si quelques mécanismes explicatifs transcriptionnels

était identifiables au-dela de la régulation de PpargCla.

2. Publication :
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List of abbreviations

AAs: aminoacids

AKI: acute kidney injury

BCAAs: branched chain amino-acids
ChIP: chromatin immunoprecipitation
NMR: nuclear magnetic resonance
PCA: principal component analysis
PT: proximal tubule

RT-: reverse transcriptase negative
TCA: tricarboxylic acid

WT: wild type
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Abstract

Energetic metabolism controls key steps of kidney development, homeostasis and epithelial repair following
acute kidney injury (AKI). HNF-1p is a master transcription factor that controls mitochondrial function in
proximal tubule (PT) cells. Patients with HNF1B pathogenic variant display a wide range of kidney
developmental abnormalities and progressive kidney fibrosis. Characterizing the metabolic changes in PT
cells with HNF-13 deficiency may help to identify new targetable molecular hubs involved in HNF1B-related
kidney phenotypes and AKI. Here, we combined *H-NMR-based metabolomic analysis in a murine proximal
tubule cell line with CrispR/Cas9-induced Hnf1b invalidation (Hnf1b”"), clustering analysis, targeted metabolic
assays, and datamining of published RNA-seq and ChIP-seq dataset to identify the role of HNF-1f in
metabolism. Hnfib”" cells grown in normoxic conditions display intracellular ATP depletion, increased
cytosolic lactate concentration, increased lipid droplet content, failure to use pyruvate for bioenergetic
purposes, increased levels of tricarboxylic acid cycle intermediates and oxidized glutathione, and a reduction
of tricarboxylic acid cycle byproducts, all features consistent with mitochondrial dysfunction and an
irreversible switch toward glycolysis. Unsupervised clustering analysis showed that Hnf1b” cells mimic a
hypoxic signature and that they cannot furthermore increase glycolysis-dependent energetic supply during
hypoxic challenge. Metabolome analysis also showed alteration of phospholipid biosynthesis in Hnf1b”" cells
leading to the identification of Chka, the gene coding for choline kinase «, as a new target of HNF-1[3. HNF-
13 shapes the bioenergetic metabolism of PT cells and HNF1B deficiency in patients could lead to a hypoxia-

like metabolic state precluding further adaptation to ATP depletion following AKI.
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Introduction

Over the last years, bioenergetic metabolism has emerged as a pivotal actor in kidney physiology
(nephrogenesis, electrolyte transport) and pathology (acute kidney injury, fibrosis and chronic kidney

4 During nephrogenesis, sequential metabolic reprogramming modulates the fate of

disease)
undifferentiated self-renewal of cells by inhibiting glycolysis and thus promoting epithelial cell differentiation
2, In contrast, in the adult kidney, favoring glycolysis through the pharmacological inhibition of oxidative
phosphorylation (and thus fatty acid oxidation, TCA cycle, respiratory chain), rather promotes epithelial
dedifferentiation and kidney fibrosis *>°. Thus, the characterization of the reprogramming of metabolic
pathways in epithelial cells subjected to environmental stresses (hypoxia, inflammation, metabolite

privation) or following gene inactivation (during or after nephrogenesis) may help to identify new targetable

metabolic hubs and improve the prognosis of both acquired and congenital kidney diseases.

Hepatocyte nuclear factor-18 (HNF-1f) is a transcription factor expressed in tubular cells of the kidney from
early developmental stages (gastrulation), where it controls epithelial differentiation, tubular morphogenesis
and segmentation ®*3. During post-natal life, HNF-1p3 controls the expression of electrolyte transporters 4
18 Accordingly, HNF1B gene anomalies in humans cause a dominantly inherited tubular kidney disorder that

19-22 Whereas the known transcriptional networks

combines kidney malformations and tubular dysfunction
regulated by HNF-1B during and after nephrogenesis are clearly linked to the morphological abnormalities
and electrolyte disorders observed in HNF1B patients 9142324 the mechanisms that drive progressive kidney

failure remain largely elusive, especially the sudden abrupt decline of the glomerular filtration rate observed

in some adult patients with HNF1B anomalies .

The observation that Hnflb deletion in mouse models leads to indirect over-expression of Tgfb2, the gene
that encodes an isoform of the pro-fibrotic transforming growth factor-f3, furnished the first molecular
hypothesis as to the progressive interstitial fibrosis identified in HNF1B patients 2. In 2017, we showed that
HNF-1/is a crucial regulator at the cross-section of mitochondrial energy metabolism pathways in proximal

tubular cells through direct regulation of Ppargcla, which encodes for a co-activator of the peroxisome
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proliferator-activated receptor-p %°. We also showed that HNF-1/3 activity tightly modulates the metabolic
and transcriptional responses of renal epithelial cells to injury signals, such as hypoxia or an inflammatory
environment. In that way, (rapidly) progressive kidney failure should be considered as a maladaptive
response of HNF-1B-deficient tubular cells to environmental stress due to their basal metabolic
reprogramming preferentially towards glycolysis, and the lack of a reparative switch towards oxidative

metabolism following injury, a finding associated with impaired kidney recovery and fibrosis development

1,3,27-29

In this study, we combined large-scale and targeted metabolomic and transcriptomic approaches in a
proximal tubule (PT)-derived cell line invalidated for Hnf1b to unravel the role of this complex transcription

factor in epithelial cells and identify its potential canonical role in metabolic shaping of tubular kidney cells.

Methods

Cell Culture

MLCT cells, either wild-type or Hnf1b invalidated using CrispR-Cas9 technology, were used 2°. Cells were grown
under standard conditions (21% O,, 5% CO,, 37°C) with DMEM high glucose Glutamax medium (Gibco 61965-
026), supplemented with penicillin-streptomycin (1%, Sigma P0781) and decomplemented calf serum (10%,

Gibco FBS One Shot A31608-01).

Sample preparation and acquisition of NMR spectra

Wt or Hnflb”" cells were exposed for 24 h either to hypoxia (1%, hypoxia chamber) or to normoxia (21%) in
standard medium, then washed with PBS and frozen (-80°C). Total protein content (Abs) was measured in a
sub-sample (Bio-Rad, France). The metabolite content was extracted from the frozen pellets according to the
procedure described by Beckonert et al. . The upper aqueous phase was collected and lyophilized. The
extract was redissolved in deuterated borate buffer at pH 10 and sodium 2,2,3,3-tetradeutero-3-
trimethylsilylpropionate, TSP (Acros, France), was added. *H NMR spectra, using a zg30 NMR pulse sequence

(Bruker library) with presaturation pulse, were recorded at 298K on a Bruker Avance 500 spectrometer
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(Bruker Biospin AG). Data were processed using the Bruker TopSpin software 3.1 (Bruker Biospin AG). Phase
adjustment and a polynomial baseline correction were done manually on each spectrum. NMR peaks were
referenced to the internal chemical shift reference TSP (6 = 0 ppm). KnowltAll® 8.0 software (BioRad,
Cambridge, MA, USA) was used to segment the *H NMR spectra from -0.1 to 10 ppm. The buckets of HOD
(4.6-5.2 ppm), residual methanol (3.32-3.37 ppm) and CHCls (7.67-7.69 ppm) and those containing only noise
were excluded to obtain 227 final buckets. Bucket areas were integrated and normalized (normalized area =
area/(TSP Area * protein absorbance). The normalized area data were then used for statistical analysis. For
evaluation of the differential response to hypoxia of Hnflb” cells compared to wt, fold induction was
calculated for each bucket in hypoxic samples by dividing the individual value by the mean values obtained
in corresponding normoxic cell type. NMR signals of metabolites were assigned with an in-house metabolite
database at pH 10. An overall buckets indicator was calculated for each metabolite as the mean value of all

centered-scaled buckets associated to that metabolite in each sample.

mRNA quantification

RNA extractions were performed using the RNeasy Plus MiniKit (Qiagen74136) according to the
recommended protocol using B-Mercapto-Ethanol (Sigma M3148) Lysis Buffer supplementation. 500 ng of
RNA was used for Reverse Transcription (Applied Biosystems High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
4368813). Diluted cDNAs were used for gPCR with MESA Blue qPCR Mastermix (Eurogenetec RT-SY2X-
03+WOUB). Gene quantification was performed using the 222 technique using Hprt as the house-keeping
gene and ‘WT and normoxia’ as standard conditions. Contamination with genomic DNA and contaminated
water were ruled out using RT- and H,0 samples. The primers used in this study were validated for linearity

and are listed in Supplementary Table 1.

ATP measurements

After 24h exposure to study medium, cells were seeded in 12 well plates and incubated at 37°C and 5% CO..
After 18 to 24 h, cells were collected by trypsin treatment for 3 min, counted, and their ATP content was
measured (ATP Bioluminescence Assay Kit CLS I, Sigma 11699695001; TECAN infinite500) according to the

manufacturer protocol. ATP concentration was normalized to cell number and the fold-change was
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calculated versus the mean of the reference condition. To obtain the targeted compositions of the study
media, various media were used (Gibco 61965-026, Gibco 21885-025 or Gibco 11966-025, supplemented

with D-Glucose as appropriate (D-Glucose Purified Riedel-de Haén) for dose-response to glucose).

Glucose measurements

Cells were seeded in 6 well plates in adapted medium (DMEM High Glucose Phenol Red Free Sigma D1145
supplemented with L-Glutamine 4mM, 1% Penicillin-Streptomycin and 10% serum). After 18 h, medium was
changed (2 mL) and cells were incubated during 24 h. Samples (6 from initial medium and 1 sample of each
well 24 h later) were collected for glucose measurement (12MC Biochemistry unit, Pentra 400). Global glucose
consumption ((initial [Glucose] — final [Glucose]) x Volume) was calculated. For normalization, cells were
counted in additional wells cultivated in parallel just after medium change (HO), 3 h later (H3), 6 h later (H6)
and 24 h later (H24). Counts were used to build proliferation model. Area under model curves between HO

and H24 were calculated and used for normalization. Results are expressed in mmol/(107 cells.24h).

Cellular lipid content

Sterile glass cover slips (Deckglaser Cover Slips Knittel Glass) were placed in each well of a 12 well plate. Cells
were seeded and incubated for 18-24 h under standard conditions. Cells were fixed using 10% Formalin
(Qpath VWR Chemicals 2581354) and washed twice (ddH20/30% Isopropanol). Cells were then incubated
for 30 min with RedQil (Sigma 01391diluted in ddH,0 6:4 and filtered) at room temperature. After a second
wash step, hematoxylin was added (Dako Mayer’s Hematoxylin Histological Staining Reagent S3309).
Coverslips were then washed and immobilized on microscope slides (Aquatex Merck 1.08562.0050). Images
were acquired (Nikon EclipseE400, Microfire) and further analyses were done using ImageJ software version

1.53c. RedOil areas normalized by the total hematoxylin-stained areas were used as endpoints.

Reanalysis of published RNA-Seq data
Previously published RNASeq data (Chan et al. JASN 2018) of two mIMCD3 cell lines with or without Hnf1b
invalidation (CrispR-Cas9) were obtained from NCBI Gene Expression Omnibus (GSE97770). Unnormalized

read counts files (Reference genome GRCmM38-mm10), filtered to remove unexpressed genes (total read
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count < 10), was used as input for differential expression analysis using DESeq2 package ’°, with wt as the
reference group. Results were annotated with mgi symbols using the biomaRt package (Ensembl,
mmusculus_gene_ensembl). Enrichment analysis was performed using GeneCards (LifeMap Sciences) on two
gene lists: genes up-regulated in Hnflb”" cells (Log2FC > 1 and adjusted p-value < 10”°) and genes down-
regulated in Hnflb” cells (Log2FC < -1 and adjusted p-value < 10®). To specifically explore metabolic
pathways identified by the NMR metabolomic approach, RNASeq results were filtered to conserve the top
differentially expressed genes (abs(log2FC) >1 & adjusted-p-value < 10™) in the gene sets associated with AA
metabolism (“Tyrosine Metabolism Superpath”, “Valine, leucine and isoleucine degradation”, “Glycine,
serine and threonine Metabolism” and “Transport of inorganic cations/anions and amino
acids/oligopeptides”), Phospholipid Biosynthesis (“Glycerophospholipid Biosynthesis”) or Energetic
metabolism (“Aspartate, Alanine and Glutamate metabolism”, Mitochondrial Fatty Acids beta-oxidation”,
“Glucose Metabolism” and “The citric acid (TCA) cycle and respiratory transport chain”) using Pathcards

Database (https://pathcards.genecards.org/).

Identification of HNF-16 consensus binding site

Gene/TSS and Hnf-1B ChIPSeq peaks localizations were obtained visually using the UCSC Genome Browser.
Precise DNA sequences (Gene + TSS + 30kb upstream, precise sequence covered by peak +/- 200bp) were
then obtained using the Get DNA function in the UCSC Genome Browser from the Mus musculus mm9
assembly (July 2007). Sequences were then screened using Consite (http://consite.genereg.net/) to identify

HNF-1 B consensus binding sequences (> 80-85% homology).

Reanalysis of published ChIP-Seq data

Previously published HNF-1 ChIP-Seq data (Aboudehen et al. JASN 2016) of two mIMCD3 cell lines with or
without knock-out of the Hnf1b gene (CrispR-Cas9) were obtained from the NCBI Gene Expression Omnibus
(GSE71250). Extracted wig file that contained normalized peak enrichment score over the entire genome was
uploaded to Galaxy (usegalaxy.org) using the mouse July 2007 (NCBI37/mm9) assembly. The file format was
transformed to bigwig before visualization via the UCSC Genome Browser. Data from DNAse sensitivity,

ChIPSeq RNA Polymerase Il and histone marks (H3K4m1, H3K4m3, H3K27a) obtained from kidneys of C57BI6
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adult mice (8 weeks) and available from the ENCODE Database (UW DNasel HS, LICR TFBS/Histone) were

added.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R (v3.6.1) and R.Studio (v1.2.5019). Dimension reduction by PCA
was computed using FactoMineR and Factoextra packages "®’”. Unsupervised clustering was conducted on
centered scaled areas using the WardD2 method of the hclust function with Euclidean distances. Two-group
PLS-DA models were built using ropls package 8. Performance was evaluated according to QY and validated
using 100x permutation test (Supplementary Figure 2). In the context of each relevant model, VIP-Scores
were extracted and buckets with a VIP over 1 were considered as significant. Differentially represented
metabolites were obtained by regrouping metabolites with at least half of the representing buckets reaching
significance with PLS-DA testing, a consistent variation of overall bucket indicator and a consistent signature
on spectra. Enrichment analysis was conducted on the lists of differentially represented metabolites using
MetaboAnalyst 4.0 (Enrichment Analysis). Classical tests were chosen depending on distribution and
homoscedasticity assessments. Two group basic comparisons for quantitative variables were run using either
T-test, Aspin-Welch or Wilcoxon tests. Three or more group comparisons were run using either One-Way-
Anova followed by Tukey post-Hoc tests or Kruskal-Wallis test followed by pair wise-Wilcoxon tests. For
simultaneous evaluation of 2 or more factors, two-way Anova followed by Tukey post-test or Kruskal-Wallis
test on the interaction, followed by pair wise Wilcoxon tests. p-values < 0.05 were considered to be

significant.

Results

Hnflb deletion leads to ATP deficiency, increased aerobic glycolysis and impairment of
bioenergetic metabolism in PT cells

To decipher the role of HNF-1p in PT cell metabolism, we performed functional studies in vitro in MCT cells,

a murine cell line derived from the proximal tubule 3°. Hnfl1b’ status was obtained using a CRISPR/Cas9
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strategy as previously described 6. Compared to wild-type (wt) cells, we observed a significant increase in
the lipid droplet content in the cytoplasm of Hnflb” MCT cells (p <0.001; Figure 1a), likely due to defective
fatty acid utilization and impaired oxidative phosphorylation. Accordingly, Hnflb” cells displayed a
significantly lower intracellular ATP content than wt cells when grown in the presence of increasing
concentrations of glucose (Figure 1b), even after addition of pyruvate (Figure 1c). This reduced intracellular
ATP content was also confirmed under standard culture conditions (Figure 1d). In parallel, Hnfib” cells
displayed increased glucose consumption (p=0.05; Figure 1e), suggesting an increased aerobic glycolysis.

To better understand the role of HNF-1pB in PT cell metabolism, we performed a large-scale analysis of the
cellular metabolic changes associated with HNF-1B deficiency in MCT cells using *H Nuclear Magnetic
Resonance (NMR) metabolomic analysis. We compared the metabolome of wt and Hnf1b” cells (9 and 8
independent samples, respectively). Unsupervised principal component (PCA) and clustering (CA) analysis
separated clearly Hnflb”" from wt samples (Figure 2ab). Next, among the 227 buckets that composed the
NMR spectra, we identified 101 differentially expressed buckets between wt and Hnf1b”" cells (increased
concentrations n=27 buckets; reduced concentrations n=74 buckets, Figure 2c). Out of these 101
differentially expressed buckets, 19 metabolites could be firmly identified (Figure 2d).

Hnfib”’ cells were characterized by an increased intracellular production of lactate and a number of
additional abnormalities in key steps of the bioenergetic metabolism, including an increase of the
tricarboxylic acid (TCA) cycle intermediates (fumarate and succinate), a decrease of the TCA cycle byproducts
(aspartate), an increase of oxidative stress modulator (oxidized glutathione) and a decrease of
phosphocreatine, an energy storage molecule. These findings strongly suggested dysfunction of the oxidative
metabolism with mitochondrial uncoupling and increased glycolysis (Figure 3a). This observation was
reinforced by pathway enrichment analysis (Metaboanalyst, Homo sapiens KEGG Database) that identified
mitochondrial electron transport chain, pyruvate metabolism, Warburg effect and TCA Cycle in the top 50
pathways (Figure 3b).

Taken together, this large scale metabolomic data indicate a profound reprogramming of bioenergetic
balance and oxidative metabolism following Hnf1b invalidation in mouse PT cells and validate the initial

observation of mitochondrial dysfunction and Warburg effect (Figure 1).
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Hnf1b invalidation induces a metabolic phenotype that mimics a hypoxia signature.

Hypoxia and metabolic reprogramming are involved in epithelial cells in acute kidney injury 3. Moreover, we
demonstrated that HNF-1B deficiency sensitizes PT cells to hypoxic or inflammatory insults 2. Consequently,
we assessed the metabolic changes in wt and Hnf1b”" MCT cells after hypoxic challenge. First, we confirmed
in wt cells that the hypoxic challenge indeed reoriented cells toward a glycolysis predominant metabolism,
as previously described (Figure Sup 1).

PCA and unsupervised clustering analysis separated Hnflb” and wt cells into hypoxic and normoxic
conditions. Interestingly, there is a strong homology between the metabolism of wt cells grown under
hypoxic conditions and Hnf1b”" cells grown under normoxic conditions (Figure 4ab). Hypoxic wt cells and
normoxic Hnf1b™ cells displayed increased intracellular concentrations of lactate, a product of glycolysis, and
decreased concentrations of mitochondrial products, such as aspartate, and energetic storage products, such
as phosphocreatine (Figure 4c, Figure 5a). These findings suggested a deficiency of mitochondria-dependent
ATP production in both oxygen pressure conditions.

Metabolite changes also indicated that environmental condition (here, hypoxia) might have different effects
on mitochondrial bioenergetic breakdown according to the Hnf1b status (Figure 5c).

We then compared the response of wt and Hnf1b” cells to a hypoxic challenge and identified the metabolic
changes that significantly discriminated both cell types. As shown in Figure 4c and Figure 5b, hypoxia led to
a strong decrease of TCA cycle intermediates (fumarate, succinate) and oxidized glutathione in Hnf1b™ cells,
that was significantly more intense than found in hypoxic wt cells, but without a concomitant increase of
lactate production. These findings confirmed that, at basal normoxic state, Hnflb”" cells are already
reprogrammed towards a predominant glycolytic dependent energetic metabolism and cannot furthermore
increase glycolysis-dependent energetic supplies thus precluding further adaptation to additional ATP
depletion (Figure 5c).

Hnf1b deletion impairs amino acid metabolism

Beyond their role in providing precursors for protein synthesis, amino acids (AAs) can also serve as

32

an energetic supply, especially through oxidative metabolism °°. We thus performed an in-depth

characterization of AAs metabolism in Hnf1b” cells using our metabolomic dataset. As shown in Figure 2d,
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Hnfib ™ cells displayed a significant reduction of the intra-cellular content of several AAs. For example, all
AAs belonging to the branched chain amino-acids (BCAA) family (isoleucine, leucine and valine) and many of
the neutral AAs (alanine, tyrosine, glycine) were significantly down-regulated at the basal normoxic state.
Pathway enrichment analysis confirmed dysregulation of various AAs-associated pathways (glutamate
metabolism; alanine metabolism; glycine/serine metabolism; aspartate metabolism; valine, leucine and
isoleucine degradation). The intracellular content of almost all AA was not modified after hypoxic challenge
(Figure 4c, Figure 5b) confirming that AA deficiency may not be related to oxidative phosphorylation-
dependent excessive consumption for bioenergetic purposes. Contrasting to results of a reanalysis of RNA-
seq data performed in Hnflb”" mIMCD3 cells ?° that identified down-regulation of various amino acids
transporters (Slc6a18, Slc6a19, Slc16a10, Figure 6b), the expression of the neutral AA transporter Slc16a10
was not down-regulated in Hnflb” MCT cells, whereas Slc6a18 and Slc6a19 were not expressed in this cell
line (data not shown).

Hnf1b deletion impairs the first step of phosphatidylcholine biosynthesis, the major membranous
phospholipid

Phosphocholine is the first specific metabolite of the phosphatidylcholine biosynthetic pathway (Figure 6a).
NMR analysis showed that choline, phosphocholine and glycerophosphocholine strongly increased in wt cells
under hypoxia (Figure 4c). In Hnflb”" cells, phosphocholine concentration was reduced in normoxia (Figure
2d) and its response to hypoxia was blunted while the response of choline and glycerophosphocholine
remained unaltered (Figure 4c). Concomitantly, the abundance of choline, the direct phosphocholine
precursor, was similar in wt and Hnflb” cells during both normoxic and hypoxic conditions (Figure 4c),
suggesting an enzymatic blockade of the choline kinase in Hnf1b” cells (Figure 6a). Reanalysis of RNA-seq
datasets performed in Hnf1b”- mIMCD3 cells %°, identified down regulation of Chka, encoding for the major
o-isoform of the choline kinase (fold-change 0.40, adj-p-val = 2.2 x 10, Figure 6b). We confirmed these
results in Hnflb”~ MCT cells (Figure 6c). In addition, other genes involved in the synthesis of
glycerophospholipids were also dysregulated (e.g. Stard10 and Mboatl; Figure 6b) suggesting global
alteration of phospholipid metabolism and trafficking in Hnf1b”" cells. Reanalysis of a published ChIP-seq

dataset obtained with Hnf1b”- mIMCD3 cells 3 identified various binding sites of HNF-1B proximal to the
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transcription start site of Chka (Figure 6d). These peaks colocalize with a HNF-1f putative binding site and
some of them also colocalized with active enhancer/promoter marks (H3K4m1, H3K4m3, H3K27ac, RNA Pol
II) and were DNAse sensitive (Figure 6d). Thus, HNF-1[ directly controls the expression of Chka and
subsequently the first step of phosphatidylcholine biosynthesis, a key metabolic pathway in kidney cell

homeostasis.

Discussion

The transcription factor HNF-13 controls a large transcriptional network modulating the activity of various
pathways involved in differentiation and tubular morphogenesis of kidney tubular epithelial cells during
kidney development; as well as electrolyte transport in adulthood 3418233536 Qyer the last years, we and
others have reported that HNF-1f also controls mitochondrial biogenesis (direct control of Ppargcla
expression) % and the production of cholesterol (direct control of Pcsk9) 3* in the kidney. These studies
revealed a molecular explanation for a number of kidney phenotypes observed in patients with HNF1B
anomalies *21%7 but did not fully resolve the knowledge gap between the physiological role of HNF1B and
the progression of kidney fibrosis and the heterogeneity of nephropathy between individuals. In this study
combining large-scale metabolic analysis, functional metabolic testing and extensive reanalysis of published
RNA-Seq and ChIP-seq datasets, we demonstrate that Hnflb deficient cells harbor a metabolic switch
characterized by predominant mitochondrial dysfunction associated with increased glycolytic pathway
activity, decreased fatty acid oxidation, and a blockade of the phosphatidylcholine pathway. Moreover, we
demonstrate that this metabolic switch mimics wt cells grown under hypoxia, indicating that Hnf1b” cells
are unable to mount an adequate metabolic response when exposed to a hypoxic challenge. We believe that
these findings suggest we transition from an architectural point-of-view on HNF-13-related kidney disorders,
to a more functional, environment-dependent vision, permitting testing new drug targeting actionable
molecular targets (thiazolidinediones, resveratrol) to prevent progression toward end-stage kidney disease

of patients with HNF1B gene anomalies.
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Mitochondrial dysfunction in Hnflb”" cells was characterized by ATP depletion, cytoplasmic lipid
accumulation (i.e. a surrogate marker for fatty acid oxidation defects), a reduction in of TCA cycle byproducts
(i.e. aspartate), an increase of an oxidative stress modulator (i.e. oxidized glutathione), a decrease in energy
storage (i.e. phosphocreatine), and a compensatory increase of the glycolysis pathway (i.e. lactate). These
metabolic changes may be linked to direct effects of the down-regulation of Ppargcla, the gene encoding
the PPAR-y co-activator 1-a, and subsequent defects of mitochondrial biogenesis identified in Hnf1b" cells
%6, or to indirect auto/paracrine effects induced by TGF-B isoform-2 >3, Additional mechanisms can be
hypothesized but were not addressed in this study. Interestingly, a glycolytic switch despite cells growth in
normoxic conditions (i.e. Warburg effect) was also observed in tumor cells that over-express HNF1B 32, This
reinforces the role of HNF-1f3 in the tight control of epithelial cell metabolism and is reminiscent of the kidney
phenotype that also develops in patients with an HNF1B duplication.

The metabolic switch at baseline and the abnormal response to hypoxic challenge in HNF-1[3 deficient kidney
cells may underlie some phenotypes observed in HNF1B patients or, more largely, renal response to injuries.
First, we showed that HNF-13 deficiency partly mimics hypoxia, a situation commonly encountered during
episodes of AKI, especially in the S3 segment of the proximal tubule **~*. Chronic kidney hypoxia promotes
kidney fibrosis and CKD %%%, a condition that sensitizes the kidney to a second insult *8. These findings may
also explain why some patients with HNF1B anomalies develop sudden irreversible decline in kidney function
21 These observations combined with the discovery that epithelial stress down-regulates the transcriptional
activity of HNF-1p 2, suggest that kidney tubular cells of HNF1B patients fail to adapt their bioenergetic
metabolism following AKI, and remain in a “locked hypoxic state”, with subsequent signaling leading to
kidney fibrosis. The link between mitochondrial dysfunction and fibrosis development was observed not only
in the kidney but also in other organs %%, Second, mitochondrial dysfunction, with FAO deficiency and lipid
accumulation within cytoplasm of the proximal tubule cells, promotes kidney fibrosis 3. Third, it is now
recognized that metabolic changes have consequences beyond bioenergetics: micro-environment changes

51-56

activating fibroblast or inflammatory cells and promoting fibrosis , activation of cell death pathways

57-59

(apoptosis or necrosis) especially in the context of profound ATP depletion , and modulation of cell

60-62 or differentiation 3¢, For example, we observed an increase in intracellular oxidized
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glutathione in Hnflb” cells in the basal state, which may reveal increased production of radical oxygen
species.

Metabolome analysis revealed the dramatic depletion of various AAs, especially neutral AAs (leucine,
isoleucine and valine). Transcriptome analysis of a different tubular cell line harboring the same mutation
suggested an impairment in uptake related to a downregulation of various AA transporters known to be HNF-
1B targets. Unfortunately, those results cannot be confirmed in our cell line because of the lack of transporter
expression (Slc6al18/Slc6al9) and the possibility that HNF-lo expression counter-balanced HNF-1B
deficiency. A dynamic characterization of the AA metabolism pathways in Hnf1b”" cell lines (from uptake to
inclusion in protein and catabolism for bioenergetic purpose) will be of interest to better understand the
underlying mechanisms and link them to other metabolic pathways such as autophagy, mTORC1 signaling
and gluconeogenesis.

Lastly, we showed that HNF-13 controls the expression of Chka which encodes for choline kinase-a.
Biosynthesis of phosphocholine from choline by the Choline kinase-ai, is the first, possibly limiting, enzymatic

step of the phosphatidylcholine synthesis pathway ©.

The role of phospholipids and oxidized
phosphatidylcholine in kidney homeostasis and injury has been reported by several studies 7', HNF-1p
deficiency leads to a phosphocholine depletion that is further aggravated under environmental stress
conditions such as hypoxia. The protective role of phosphatidylcholine during kidney injury 3 suggests that
HNF-1p deficiency is associated with partial loss of epithelial resistance to injury.

This work used a multiscale metabolome approach to identify new therapeutic targets in HNF1B related
kidney disease, but the results were obtained in transformed cell lines that often harbor different metabolic
features compared to in vivo cells 773, In addition, the differences between animal and in vitro models (both
requiring homozygous deletion) and HNF1B-related nephropathy in humans (heterozygous variation or
deletion of HNF1B) will need to be determined in order to confirm our data in vivo in humans. However, this
is greatly hampered by the rarity of kidney biopsies from HNF1B patients.

In summary, our study brings forth several key evidences explaining at the molecular level the typical disease

progression observed in HNF-1B-related kidney disorders. Pinpointing this evidence to the metabolic state
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of the HNF-1[-deficient kidney tubule cells and their inability to respond to stress allows one to envisage

potential treatments that prevent disease progression in these patients.
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Figure 1: Hnflb deletion leads to mitochondrial dysfunction in kidney tubular kidney cells. a.
Normalized intracellular lipid content in wt and Hnf1b”- MCT cells (red oil staining). b. Effect of partial or total
glucose deprivation on normalized intracellular ATP content in wt and Hnf1b”- MCT cells. c. Effect of pyruvate
supplementation in the context of partial glucose deprivation on normalized intracellular ATP content in wt
and Hnf1b”" MCT cells. d. Normalized intracellular ATP content in wt and Hnf1b”- MCT cells. e. Normalized

glucose consumption in wt and Hnf1b”" MCT cells.
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Figure 2: NMR-based metabolome analysis identifies various metabolic changes induced by Hnf1b
invalidation in MCT cells. a. The two first principal components of the changes in wt and Hnf1b-/- cell
metabolomes using principal component analysis (PCA). Wt samples are represented in green and Hnf1b” in
red. b. Heatmap representing centered scaled bucket values for the entire dataset. Samples are organized
by hierarchical clustering using the Euclidean distances measure and the using WardD2 clustering method.
Red rectangles represent the predicted clusters. c. Volcano plot representing all buckets with the VIP-Score
from PLS-DA analysis (y-axis) as a function of log foldchange of Hnf1b”" over wt (x-axis). The brown horizontal
line represents the significance threshold. d. Boxplot of mean centered-scaled bucket areas for each
metabolite differentially represented in Hnf1b”" cells compared to wt cells. Two subsets are defined, up- and

down-regulated.
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Figure 3: NMR-based metabolome analysis indicates clear bioenergetic dysfunction in Hnf1b”/-
cells. a. Overview of the differentially represented metabolites in Hnf1b” cells projected on a bioenergetic

network. Blue, significantly decreased; Red, significantly increased; Black, not modified. b. Summary Plot for

Pathway Enrichment Analysis using differently expressed metabolites (MetaboAnalyst software).
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Figure 4: NMR-based metabolome analysis of a hypoxic challenge of wt and Hnf1b” cells. a.
Analysis of the first two components of wt and Hnf1b”" cells under normoxic and hypoxic conditions using
PCA. Wt normoxic samples are represented in green, wt hypoxic samples in blue, Hnflb 7~ normoxic samples
in red and Hnflb 7" hypoxic samples in purple. b. Heatmap representing centered scaled bucket values for
the entire metabolome dataset. Samples are organized by hierarchical clustering. Blue rectangles represent
results from a 2-group clustering analysis. Red rectangles represent results from 3-group clustering. c.
Boxplot of mean centered-scaled buckets areas for each metabolite differentially expressed under at least

one of the conditions.
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Figure 5: Synthetic view of hypoxia exposure and Hnf1b /- on energetic metabolism using data obtained

from metabolomic analysis.
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Figure 6: Hnf1b”~ cells exhibit reduced expression of Choline Kinase a (Chka) that could account
for reduced phosphocholine abundance. a. Schematic representation of changes in the phosphatidyl
choline synthesis pathway from metabolome and transcriptome data. Slc, Solute Carrier; Cdhd, Choline
Deshydrogenase; Badh, Betaine Aldehyde deshydrogenase; Aldh, Aldehyde Deshydrogenase; Chk, Choline
Kinase; Pcytl, Phosphocholine Cytidylyltransferasel; Chptl, Cholinephosphotransferase 1; Ceptl,
Choline/Ethanolamine phosphotransferase 1; FA, Fatty Acid; Pla, Phospholipase a; Plb, Phospholipase b; Lpl,
Lysophospholipase; Gdpd5, Glycerophosphocholine:Choline Phosphodiesterase. b. Volcano plot displaying
results from the reanalysis of previously published RNA-Seq data (Chan et al. JASN 2018). Significantly
different gene candidates that explain metabolomic abnormalities are highlighted (Red, Choline Kinase
Isoform expression; Dark green, BCAA/ AAA Metabolism; Dark blue, Energy Metabolism; Grey, Common to
BCAA / AAA Metabolism and Energy Metabolism. c. RT-qPCR analysis of Choline Kinase a expression in MCT
wt and Hnf1b”" cells under basal conditions. d. Data from a previously published ChIP-Seq analysis in the
vicinity of the Chka TSS (-30 kb ; +10 kb). ENCODE data available for DNAse sensitivity, RNA Pol Il localization

and Enhancer/Promoter associated Histone marks in mouse kidney were added.
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Supplementary Figure S1: Hypoxic exposure induces a metabolic switch. a. The first two principal
components of metabolome analysis of wt cells exposed (blue) or not (green) to hypoxia (1%, 24h). b.
Dendrogram obtained from hierarchical clustering on centered scaled metabolomic data in wt cells exposed
or not to hypoxia (1%, 24h). c. Volcano-plot representing VIP-Score for all buckets from PLS-DA (as a function
of wt hypoxia over wt normoxia fold-change). The brown horizontal line represents the significance

threshold. d. Schematic view of differentially represented metabolites from a bioenergetic network.
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Supplementary Figure S2: Evaluation of PLS-DA models. PLSDA models that compare a. normoxic wt

cells to normoxic Hnflb”cells, b. normoxic wt to hypoxic wt cells, c. normoxic Hnf1b”" to hypoxic Hnfl1b”

cells, d. hypoxic wt cells to hypoxic Hnf1b”" cells.
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mm Forward Primer Reverse Primer

Chka

Mct4 Mm
Slc16a10 Mm
Slc6a18 Mm
Slc6a19 Mm

Hprt Mm

5’ CAG GGG TGG TCT CAG TAA CAT 3’
5’ CAA CAAGCG TCG CCCTATTG 3’
5’ CCC CAT CGT GAG TGTCTTC 3’
5 TGG AGG CTA CTG GTT GGA GAT 3’
5’ CAT CGG TCA GAG GCTACGC 3’
5’ CCC CAA AAT GGT TAA GGT TGC 3’

Supplementary Table S1: list of primers

5" CGCAAGAGCACTTTCCGAG ¥
5’ CCG CCA ACC ATA GTG ATCCTG 3’
5’ TCC ATA GGT GAG GTA CAG AGG 3’
5 GGAAAATGTTCC GTTTCATCCCA 3’
5’ GAT GAT GGT GTT GTA GTA CAG GC 3’
5" AAC AAA GTC TGG CCT GTATCC 3’
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3. Discussion :

Dans ce travail nous avons ainsi démontré que l'invalidation d’Hnf1b dans une lignée tubulaire proximale
murine induit une réorientation basale du métabolisme énergétique, avec réduction du métabolisme
oxydatif et augmentation de la glycolyse, correspondant a un effet Warburg. Cette modification basale ne
permet pas d’adaptation supplémentaire en cas d’exposition a un stress hypoxique, mécanisme lésionnel
classique dans les IRA, laissant supposer une capacité d’adaptation limitée. Nous avons également montré
que des anomalies potentiellement attribuables a ce déficit énergétique étaient présentes dans les cellules

KO (excés de mort cellulaire) sans pouvoir pour le moment établir un lien de causalité.

Ces anomalies pourraient correspondre a un nouveau mécanisme physiopathologique impliqué dans
I'atteinte rénale de la maladie liée aux variations du géne HNF1b. Ainsi cette modification du métabolisme
basal et ces conséquences favoriseraient I'apparition d’une fibrose tubulo-interstitielle et I'altération
progressive de la fonction rénale observée chez ces patients. De plus, 'absence d’adaptation métabolique a
I"agression pourrait participer aux épisodes de détérioration brutaux du DFG parfois observés. Le ciblage de
telles anomalies pourrait étre une cible thérapeutique intéressante chez ces malades. Enfin nous avons
également montré que les cellules Hnflb”" présentent des anomalies métaboliques dépassant le cadre du
métabolisme énergétique avec notamment perturbation de la biosynthese des phospholipides semblant lié
a un blocage de la transition choline-phosphocholine. Ces anomalies seraient en lien avec une régulation
directe de choline kinase a par HNF-1B. Ce role d’HNF-1B dans la régulation du métabolisme des
phospholipides, composants membranaires essentiels, n’avait jamais été décrit en dépit d’un lien connu avec
le métabolisme du cholestérol 22°, De telles anomalies du métabolisme des phospholipides pourrait étre
intéressantes dans le développement et la régénération post-agression, situation ou une prolifération
cellulaire intense intervient, nécessitant la production de ces composés membranaires. Cependant dans le
cas particulier de CHKA, une réduction d’activité proche, observée en cas d’invalidation hétérozygote ne
s’accompagne d’aucune anomalie développementale évidente ®*’. Ces anomalies pourraient avoir un rdle
encore plus net dans la compréhension du réle de HNF-1B dans la genese et I'agressivité des certaines

maladies tumorales (cancer ovarien a cellules claires par exemple) ou le réle de Chka est bien plus documenté

628-634

Au-dela de ces quelques conclusions intéressantes, ce travail présente un certain nombre de limites

majeures, que nous avons essayé de combler avec plus ou moins de réussite.

La principale limite de cet article est |'utilisation exclusive d’une lignée cellulaire immortalisée murine (MCT)
qui n’assure ni une transférabilité aux cellules physiologiques, ni la pratique clinique chez homme ni la

spécificité des conclusions obtenues.
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Pour s’assurer de la transférabilité aux cellules physiologique, le projet comprenait initialement la création
d’une lignée de souris triple transgénique permettant une invalidation inductible spécifiquement tubulaire
proximale du géne Hnf1b. Ces souris C57BI6) (Kap2iCre/ZsGreen/Hnf1b"7°%) et des contréles hétérozygotes
(Kap2iCre/ZsGreen/Hnf1b"*) ou homozygote (Kap2iCre/ZsGreen) associés auraient permis, aprés induction
d’une Cre recombinase, a I'dge adulte et sélectivement dans le tubule proximal, I'invalidation du gene Hnf1b
(Cre recombinaison avec perte de I’exon 1) mais aussi un marquage fluorescent vert des cellules recombinées
(Cre recombinaison avec perte du spacer). (Figure 16a) Ce modeéle devait valider les observations in vivo en
conditions basale et d’agression mais aussi donner acces a des cultures primaires de cellules tubulaires
proximales invalidées ou non (tri cellulaire sur la fluorescence verte largement supérieure a
I'autofluorescence verte habituelle). Cette validation semblait indispensable du fait que les caractéristiques
des lignées immortalisées utilisées sont modifiées par rapport aux cellules physiologiques notamment sur le
plan du métabolisme avec en particulier une tendance a switcher pour un métabolisme glycolytique 4.
Malheureusement, en dépit d’'un génotype correct et d’'une bonne activation du rapporteur fluorescent
témoignant d’une activité Cre recombinase (Figure 16b), il nous a été impossible d’obtenir une invalidation
d’Hnf1b, et donc une réduction de I'expression génique d’Hnflb et de ces cibles sur rein total comme sur des
populations cellulaires triées (Figure 16cd, et données non montrées). || semblerait que la CRE-recombinase
n'ait pu accéder au locus d’Hnflb malgré de multiples tentatives. L’échec de ce pan du projet a limité
considérablement I'impact potentiel et le niveau de la publication. Devant le temps nécessaire a la création
d’un modele et les contraintes liées au contexte sanitaire, I'obtention d’'un nouveau modele murin n’a pas

pu étre envisagée dans le cadre de cette thése.
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Figure 16 : Echec de la validation du KO tubulaire proximal d’HNF1b dans la lignée murine KZH. a.
Représentation schématique du mécanisme d’invalidation dans la lignée murine triple transgénique KZH
(Kap2-iCre/ZSGreen/HNF1b/°/fX)  |”exposition a de la testostérone (1 mg/j SC 5 jours sur 7 pendant 21 jours,
utilisation de souris femelles de 8 semaines), active le promoteur Kap2 spécifiquement dans les cellules
épithéliales tubulaires proximales rénales permettant I'expression de la Cre recombinase. Cette enzyme
élimine le spacer du locus ZSGreen permettant son expression et I'apparition d’une fluorescence spontanée
verte du cytoplasme. La Cre recombinase élimine aussi la séquence codant le premier exon du géne Hnflb
résultant en son invalidation. b. Coupes de rein de souris contréles (Hnf1b"/f** mice exposées a la
testostérone et Kap2-iCre/ZSGreen/Hnf1b">f* non exposées & la testostérone) et cas (Kap2-
iCre/ZSGreen/Hnf1b"°* gvec exposition a la testostérone pendant 21 jours suivi d’'une période d’activation
de 15 jours). Des coupes par cryostat de reins inclus en OCT ont été colorées en utilisant le DAPI (bleu) et la
Lotus tetraglobulus lectine (rouge) avec visualisation au microscope a fluorescence conventionnel. c.
Expressions au niveau transcriptionnel du transcrit classique d’Hnf1b, de 'exon 1/2 de ce méme geéne et de
deux génes cibles d’HNF-1B (Cdh16, Socs3) évaluées par RT-qPCR dans les souris cas et contrbles. La
quantification a été réalisée par méthode 2-ddCt en utilisant la Gapdh et les souris contréles comme
normalisateurs. d. Expression de la protéine HNF-1B dans un extrait de rein total dans les souris contréles et

cas par Western Blot. La B-actine a été utilisée comme normalisateur.

Pour valider la transférabilité de nos conclusions chez ’lhomme, nous avons donc créé une nouvelle lignée
humaine tubulaire proximale (HK2) immortalisée invalidée ou non pour le géne HNF1b par approche CrispR-
Cas9 (HNF-1B h/h2 ou Control Double Nickase Plasmid h/h2 Santa Cruz Biotechnology ; DharmaFECT Duo
Transfection Reagent Horizon Discovery, Sélection par la Puromycine). (Figure 17a) Aprés validation de la
transfection et de I'invalidation d’HNF1B (Figure 17bc), certains résultats essentiels ont pu étre reproduits
dans cette nouvelle lignée notamment les anomalies du métabolisme énergétique et les stigmates d’effet
Warburg avec un profil plus franc que dans la lignée MCT. (Figure 17def) Néanmoins n’apportant pas

d’information nouvelle majeure, ces résultats n’ont pas été retenu pour étre inclus dans le manuscrit final.

136



Plating Plasmid Transfection  Selection Clone isolation
(6 Wells Plate, T fecti ® in2ug/ml) epe .
Antibiotic-free medium) ranstection Stop sremycin.zHg/m and ampllfncanon )
Screening and
HK2 (or MCT) l l l l l validation (DHCc,
Cells DHh1+h2c) using
D-1 DO D2 D3 D 5-10 WB and RT-gPCR
b.
\‘| (e HNF1b KIF12 sS0OCS3
- p<0.001 p<0.001 p =0.030
o 15 15
4
. i 5
- 16 - —
e T 4 = . T
S g 0 g T
- < < < i
iR o 10+ I 3 10 & 14
z -~ £ ’ 2
@ ' [
2 & = o
@ @ @©
— £ & £ 12 9
= o ait . @) o
wr HNF1B 7/ ° Q B —— |
& | k) | o i '
r 05 & 05 i 3
T 5 8 10 4 ]
£ < o !
L (] e ——
P 0.8
00 0.0 —_—
B -Actin T T T T T T
wr HNF1B WT  HNF1B* WT  HNF1B
d. s €. ATP f. .
HNF-1b Lipid Droplets Lactates Secretion
p <0.001 p=0039 p <0.001 p=00137
20 0.25 15 7 07 -
xEX *® poey =
— . B A =, -
= e g 0.20 5 g 06 7 E
5 154 g % (o] = S »
< + B~ 1 bl = —
. e g i g 10 : !
F i % 015 o “ g ' 5 05
< ® . € g .
5 10 7 5 o 5
@ I o 2
s g 010 =3 S 04
2 ¢ & ; B 05 3
w = = o 2 »
Z 05 o d > * k4 :
- 8 005 — : 8 £ 03
= @ P
R . £ ] -
0.0 e 0.00 0.0 02
T T T T 1 T T T
WT  HNF1b 7/ WT  HNF1b WT  HNF1b WT  HNF1b 7

Figure 17 : Validation des anomalies métaboliques majeures dans la lignée HK2 HNF1B-. a. Pipeline de
CrispR-Cas9 utilisé pour les cellules HK2. b. Confirmation de I'invalidation d’HNF1b dans les cellules HK2 au
niveau protéique par Western Blot. c. Confirmation de I'invalidation d’HNF1b dans les cellules HK2 au niveau
transcriptomique par RT-gPCR sur le géne HNF1b et deux cibles HNF1b (KIF12 and SOCS3). d. Quantification
du marquage RedOil intracellulaire dans les cellules HK2 WT et HNF1b”". e. Contenu intracellulaire normalisé
en ATP content dans les cellules HK2 WT and HNF1b7". f. Sécrétion normalisée de lactates dans les cellules

HK2 WT et HNF1b”".
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Pour s’assurer de la spécificité du lien entre I'invalidation de Hnf1b et ces anomalies métaboliques, nous
avons d’évaluer I'effet d’'une réexpression de la protéine HNF-1b dans nos deux lignées cellulaires. Nous
avons ainsi tenté de réexprimer cette protéine grace a une transfection de plasmide codant pour la protéine
HNF-1B humaine sous la dépendance d’un promoteur CMV dans nos deux lignées cellulaires invalidées (MCT,
HK2) et les avons comparées aux cellules invalidées ou non transfectées par un vecteur vide. Malgré
I'obtention d’une expression protéique au moins aussi importante que dans les cellules sauvages (Figure
18ac), nous n’avons pas observé de correction des profils d’expression de génes cibles connus de ce facteur
de transcription tels CDH16, KIF12 ou SOCS3, signant l'inefficacité biologique probable de la protéine

produite. (Figure 18bd) Dans ce contexte, les explorations n’ont pas été poussées plus loin.
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Figure 18 : Réexpression de la protéine HNF-1B dans les cellules MCT et HK2 HNF1b7-. a. Westernblot
montrant |'efficacité de I'expression de la protéine HNF-13 par Western Blot dans les cellules MCT WT ou
Hnflb” transfectées avec un vecteur vide et les cellules MCT Hnf1b”" transfectées avec le vecteur HNF1b. b.
RT-gPCR de deux genes cibles d’HNF-1B dans les cellules MCT montrant l'inefficacité du rescue malgré
I’expression du vecteur. c. Western Blot montrant I'expression de la protéine HNF-1B dans les cellules HK2
WT ou HNF1b” transfectées par le vecteur vide et les cellules MCT HNF1b” transfectées par le vecteur

HNF1b. d. RT-qPCR de deux genes cibles d’HNF-1B dans les cellules HK2 montrant I'absence de rescue malgré

la bonne expression du vecteur.
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Une autre limite importante de ce travail correspond a I'utilisation de mesures « statiques » ne permettant
pas de quantifier réellement les flux métaboliques. Nous avons également tenté de mettre en place des
mesures dynamique par des approches de type Seahorse. Cependant, en raison des capacités d’adhérence
altérées des cellules MCT Hnf1b” et de I'agitation induite par le Seahorse, nous avons échoué a obtenir des

expérimentations analysables malgré I'utilisation de coating spécifiques (Maptrix). (Données non montrées)

Enfin une derniéere limite méthodologique correspond a I'utilisation de données publiées sur une lignée
différente pour les analyses en RNASeq ou ChiPSeq. D’une part les cellules différe par leur origine, nos
analyses ont portées sur des lignées cellulaires tubulaires proximales (MCT, HK2) alors que ces données
publiées sont issues de cellules collectrices (mIMCD3). Ces deux types de cellules épithéliales présentent des
propriétés et des profils d’expression génique tres différents. Un bel exemple correspond a la co-expression
de HNF-1a dans le tubule proximal mais pas le canal collecteur. Ce facteur de transcription présente des
cibles communes avec HNF-13 comme par exemple certains transporteurs d’anions organiques impliqués
dans le transport des acides aminés (OATs). Un autre exemple correspond aux profils métaboliques supposés
différents (tubule proximal oxydatif, canal collecteur glycolytique) entre ces segments ou encore le profil
d’expression des transporteurs membranaires tres différent entre les deux segments. D’autre part, bien
gu’ayant bénéficié d’une invalidation par méthode CrispR-Cas9 les analyses portent sur des anomalies
génétiques différentes avec potentiellement une corrélation génotype-phénotype. Bien que purement
exploratoires et faisant I'objet d’une validation dans notre lignée, I'interprétation des conclusions est
extrémement difficile. Notamment, I'absence d’anomalies dans ces données de RNASeq expliquant nos
anomalies métaboliques n’exclus pas la présence d’anomalies transcriptionnelles différentes dans nos
cellules. A I'inverse de nombreuses anomalies n’ont pas pu étre confirmées dans nos cellules. Cependant,
lors de la constatation d’anomalies reproductibles entre les lignées, I'utilisation de ces diverses sources

devient un atout, renfor¢ant I'idée d’une généralisation probable de nos conclusions.

En dépits des limites précédentes, justifiant des explorations supplémentaires, les conclusions de cette
premiere étude soulévent plusieurs perspectives intéressantes dont certaines sont déja en cours

d’exploration.

La premiere perspective intéressante correspond a I'exploration de la responsabilité de ces anomalies du
métabolisme énergétique dans l'altération du phénotype épithélial et le phénotype des patients avec
anomalies du gene HNF1b notamment leur sensibilité accrue aux agressions et la progression de la fibrose
tubulo-interstitielle. La premiére chose a faire serait de mieux décrire des conséquences potentielles de ces
anomalies métaboliques a I'échelle cellulaire (type de mort cellulaire, différenciation, sécrétome, modulation
du comportement des cellules immunitaires...) mais aussi in vivo. Un axe intéressant pourrait correspondre

a l'effet immunologique de la réorientation métabolique. Il est documenté dans de nombreux types
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cellulaires, notamment au sein des cellules de I'immunité innée, que I'orientation métabolique est associée
a I'activation de certaines fonction inflammatoire %, Par exemple, les macrophages, lors de leur polarisation
pro-inflammatoire M1, subissent une réorientation métabolique avec réduction du métabolisme oxydatif et
augmentation de la glycolyse. Au-dela d’un simple effet latéral, cette réorientation métabolique semblent
jouer un réle important dans I'acquisition de cette polarisation %°, Nous avons pu observer que les cellules
Hnf1b” présentent des stigmates d’un profil pro-inflammatoire avec la voie Nfkb présente parmi les voies
les plus enrichies dans les génes différentiels en RNASeq. (Figure 19a) Des constatations similaires viennent

250 Ces anomalies

d’étre publiées par une autre équipe sans étudier le role exact dans l'inflammation
s’accompagnaient d’'une augmentation basale, amplifiée apres agression, de 'expression et la sécrétion de
certains médiateurs pro-inflammatoires notamment la chimiokine CCL7. (Figure 19bcde) Des explorations in
vivo (souris ko Ccl7), retardées par le contexte sanitaire, sont en cours pour confirmer le réle délétére de
cette cytokine dans plusieurs modeles d’IRA avant d’aller plus loin dans les explorations in vitro. |l
conviendrait ensuite d’évaluer la responsabilité des perturbations métaboliques dans la genése de ces
anomalies, notamment via des expérimentations de sauvetage par exemple en utilisant une surexpression
inductible de PGC-1a. Enfin, en cas de lien direct sur un ou plusieurs parametres pertinents, des approches
de modulation pharmacologiques de l'activité de PGC-la pourront étre tentées. A titre d’exemple le
Resvératrol, connu pour un effet activateur de PGC-1a via la Sirtuin 1, donne des résultats préliminaires

intéressant en augmentant le taux intra-cellulaire en ATP et réduisant I'expression de Cc/7 dans les cellules

KO. (Données non montrées)
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Figure 19 : Phénotype pro-inflammatoire des cellules Hnf1b”- comparées aux Wt : Focus sur la chimiokine
Ccl7. a. Analyse d’enrichissement (Gene Ontology) au sein des génes les plus surexprimés dans les cellules
mIMCD3 Hnf1b” comparées aux cellules Wt en conditions basales. Réanalyse de données publiées (GSE
97770). b. Volcanoplot représentant les foldchange et p-value ajustée du transcrit de Cc/7 dans les cellules
mIMCD3 Hnflb-/- comparées aux cellules Wt en conditions basales. Réanalyse de données publiées (GSE
97770). c. Expression ARN de Ccl7 évaluée par RT-gPCR dans les cellules MCT Wt et Hnflb-/- en conditions
basales ou pro-inflammatoires (Lipopolysaccharide LPS 10 ug/L or Myoglobine Myo 250 umol/L). d.
Sécrétion de la protéine Ccl7 évaluée par Elisa multiplexé dans le surnageant des cellules MCT Wt ou
Hnflb-/- en conditions basales ou pro-inflammatoires (Lipopolysaccharide LPS 10 pg/L or Myoglobine Myo
250 pmol/L). e. Expression Arn de CCL7 évaluée par RT-qPCR dans les cellules HK2 WT et HNF1b” and WT
HK2 cells en conditions basales ou pro-inflammatoires (Lipopolysaccharide LPS 10 pg/L or Myoglobine Myo
250 pmol/L).
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Une deuxiéme perspective intéressante correspondrait a limplication d’HNF-1B8 dans I'adaptation
épithéliale d’autres organes a I'agression notamment sur le plan métabolique. Il pourrait étre intéressant
pour confirmer les données de Faguer et al 2013, d’évaluer les variations de I'expression d’HNF-1p dans
différentes lignées cellulaires et tissus au cours de diverses agressions in vitro et in vivo, et de valider une
association a I'apparition d’anomalies métaboliques. Par la suite des modeéles de sur-expression d’HNF-13
pourrait étre utilisés pour préciser si ce facteur de transcription permet une réversion des anomalies

métaboliques observées.

Un troisieme axe de travail intéressant pourrait étre le role d’HNF-1B dans la régulation du métabolisme des
phospholipides avec des implication en pathologie tant dans le développement, la réparation post-agression
que certaines maladies tumorales. |l conviendrait dans un premier temps de valider les anomalies
d’expression des différents acteurs (Chka, Stard10...) au niveau protéique et en termes d’activité dans les
cellules Hnf1b™". Par la suite il conviendrait de confirmer les anomalies de la biosynthése et du trafficking
lipidique dans cette lignée par des approches ciblées et des manceuvres dynamiques (turn-over) avant
d’évaluer leurs conséquences sur la composition des différents compartiment membranaires en condition
basales, d’agression et de récupération. Puis I'effet de la sur-expression d’Hnflb dans des cellules ne
I'exprimant habituellement peu ou pas suivi sur I'expression de ces cibles et leurs conséquences
métaboliques pourrait étre étudiés. Aprés cette validation initiale, il faudra identifier des conséquences
potentielles attribuables a ces anomalies (prolifération, mort cellulaire, invasivité...) et faire la preuve de la
relation par des épreuves de sauvetage. Du point de vue mécanistique, la fixation sur les séquences
régulatrices devra étre confirmé par ChiP-qPCR dans notre lignée de méme que I'implication de cette fixation
sur la régulation du gene via des expériences de reporting. Enfin, il serait intéressant de confirmer la
persistance de ces anomalies dans notre lignée cellulaire humaine et in vivo, et d’identifier des conséquences
phénotypiques en lien avec ces anomalies (pathologie tumorale, réparation post -agression). Pour I’'exemple
de Chka, a priori en condition basales la perte partielle d’activité (50%) n’entraine pas de phénotype notable
chez la souris mais les choses sont différentes en pathologie tumorale et la documentation manque apres
agression. Ces anomalies pourraient in fine devenir la cible d’interventions thérapeutiques ciblées en

pratique clinique dans les contextes sus-cités.
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Annexe 1:

Lignées cellulaires utilisées

« Mouse Cortical Tubule cells (MCT) 63¢:

Cette lignée a été utilisée pour la majorité des explorations proposées (métabolomique, approches ciblées
initiales type ATP/mesure consommation glucose/RedQil, RT-gPCR).

Il s’agit d’une lignée cellulaire transformée ancienne (1988). Elle est dérivée de tubules proximaux micro-
disséqués obtenus a partir du cortex rénal d’un individus de I’espéce Mus musculus (souche : SIL) de sexe
non connu. L'immortalisation a été obtenue par infection non réplicative permettant I’expression de
I'antigene T du virus SV40.

Cette lignée cellulaire présente de nombreuses caractéristiques épithéliales tubulaire rénale (présence de
cytokératine, pousse en couche monocellulaire avec inhibition de contact, expression de molécules
d’adhérence permettant la formation de structure type desmosomes et jonction serrées, production de
protéine matricielles épithéliale type collagene 4, expression de certaines molécules impliquées dans la
formation du cil primaire sans preuve de la présence d’un cil primaire fonctionnel, dépendance du sérum
pour la prolifération...). Ces cellules présentent également certaines caractéristiques proches de cellules
tubulaires proximales (expression de I’alcaline phosphatase, cubuline, megaline... mais avec certaines
discordances par ailleurs (absence d’expression des transporteurs membranaires des acides aminés par
exemple).

A notre connaissance, ces cellules n’ont pas fait I'objet d’un phénotypage métabolique étendu mais entre
nos mains ces cellules présentent une tres forte dépendance au glucose pour leur prolifération et leur

survie avec des stigmate d’'un métabolisme oxydatif actif en conditions basales (SeaHorse).

e Human Kidney 2 (HK2) 37:

Cette lignée a été utilisée pour les expérimentations de validation de la transférabilité a 'homme (CrispR-
Cas9, dosage ATP, dosage consommation glucose et production lactates, Red Oil...).

Il s’agit d’une lignée cellulaire immortalisée humaine ancienne (1994). Elle est issue de cellules tubulaires
proximales micro-disséquées a partir d’un transplant rénal (Homo sapiens adulte, sexe masculin) récusé
pour la greffe. Ces cellules ont bénéficié d’'une immortalisation par infection rétrovirale non réplicative
permettant I'expression des géne E6/E7 du Human papilloma virus (HPV).

Cette lignée présente des caractéristiques épithéliales nettes (morphologie cuboide, pousse en
monocouche cellulaire avec inhibition de contact, formation de jonctions cellulaires type desmosomes et
jonctions serrées, expression de marqueurs épithéliaux...) mais aussi tubulaire proximales (présence d’une

bordure en brosse, expression de marqueurs tubulaires proximaux type Gamma-glutamyl-transférase ou
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GGT, leucine aminopeptidase ou LAP ou alcaline phosphatase ou acid phosphatase, présence des capacités
de transport transmembranaire fortement dépendant du sodium...).

Cette lignée cellulaire n’a pas fait I'objet d’'un phénotypage bioénergétique étendue mais semble moins
dépendante du glucose pour sa croissance et sa survie que les lignées immortalisées habituelles. Cela
argumenta en faveur d’'une dépendance au moins partielle du métabolisme oxydatif pour sa production

énergétique.

e Mouse Inner Medullary Collecting Duct 3 (mIMCD3) ©38:

Cette lignée, non utilisée dans notre laboratoire, a été utilisée par I'’équipe du MD PhD Peter Igarashi (Ref
Chen et al, Aboudehen et al.) pour la réalisation des explorations génomiques ré-analysées dans notre
travail (RNA-Seq, ChiP-Seq). Ces données ont pu étre récupérées a partir de GEO.

Il s’agit d’une lignée cellulaire murine ancienne (1993). Elle a été obtenue a partir de cellules obtenues par
microdissection de tubules collecteurs médullaires de rein de souris transgéniques (Tg(SV40)Bri7 fond
génétique hybride C57/SIL, sexe inconnu) exprimant I'antigéne T précoce immortalisant du virus SV40.
Ces cellules présentent de nombreuses caractéristiques épithéliales (culture en couche monocellulaire avec
inhibition de contact, résistance transépithéliale élevée (jonctions sérrées), : expression de protéines du cil
primaire et présence d’un embryon ciliaire...) et surtout de nombreuses caractéristiques typique du tubule
collecteur (résistance osmotique, accumulation d’anion en réponse a un environnement hyperosmolaire,
sensibilité a I'amiloride et expression de ENAC...).

Le métabolisme de telles cellules est a notre connaissance pas exploré mais est attendu glycolytique.
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Annexe 2 :

Principe théorique et pratique de la H1-RMN spectrométrie

e Principe de résonnance magnétique nucléaire :
Certains noyaux, notamment d’hydrogene (proton), se comporte comme un dipbéle magnétique. Sous
I'effet d’un champ magnétique, leur spin génére un moment magnétique animé d’un mouvement de
précession centré sur I’axe du champ.
En RMN-spectrométrie, sous I'influence d’un champ magnétique basal intense, chaque noyau se présente
dans un état basal énergétiquement minimal dans ce référentiel. Cet état correspond a un mouvement de
son moment magnétique atours de I'axe de ce champ. Sous I'effet de I'exposition breve a un champs
électromagnétique intermittent et orthogonal, le spin du noyau se dévie et atteint un nouvel état
d’équilibre correspondant a une rotation de son moment magnétique autours d’un axe orthogonal aux
deux axes des champs magnétiques. Lors de I'interruption du champ intermittent, le moment magnétique
du spin va retourner a son état énergétique minimal autours de I'axe du champ basal, générant un signal
électromagnétique de relaxation de fréquence mesurable.
La fréquence de ce signal est principalement déterminée par la nature du noyau en question permettant
son identification. Cependant, elle est potentiellement influencée par I'environnement électromagnétique
du noyau émetteur (effet bouclier) et donc la structure de la molécule (électrons, autres noyaux) au
voisinage de celui-ci. Ce décalage de fréquence mesurable porte de nom de déplacement chimique. Ainsi
chaque déplacement chimique correspond a un noyau dans un certain environnement électromagnétique.
La H1-RMN spectrométrie utilise cette propriété du proton pour déterminer la composition d’un
échantillon. La mesure d’une intensité de signal pour chaque déplacement chimique associé au proton

dessine un spectre RMN comportant différents pics.

'!1" M'Mr i‘ ‘L”J us = Exemple ssude:

s http://www?2.agroparistech.fr/IMG/pdf/rmn_du_miel -2.pdf
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Ce spectre permet de déterminer I'environnement des protons et I'abondance de chaque dans

I’échantillon. Il est alors possible de remonter a la composition moléculaire de celui-ci.

e Mise en ceuvre pratique pour I’étude des échantillons biologiques :
L’échantillon biologique a analyser est extrait en présence d’un témoin d’extraction. Le choix de la
procédure (en phase liquide avec récupération de la phase aqueuse dans notre cas) détermine la nature
des especes qui seront accessibles pour analyse.
Cet échantillon est préparé pour I'analyse (dosage protéine, reprise dans matrice d’analyse) avant une
acquisition RMN permettant I'obtention d’un spectre [intensité = f(déplacement chimique)]. Ce spectre est
alors normalisé (témoin d’extraction, dosage de protéine), découper en intervalles (buckets) de
déplacement chimique régulier (binning, plusieurs résolutions possibles) et I'aire sous le spectre dans
chaque bucket est mesurée.
Ces valeurs d’aires associées a chaque bucket pour les différents échantillons sont alors utilisées pour
I’analyse statistique (PLSDA dans notre étude) permettant d’identifier les régions du spectre (buckets)
différentielles entre des groupes d’échantillons.
A partir de ces buckets différentiels, il va étre possible d’identifier les espéces moléculaires (métabolites)
différentielles entre les groupes. Ce travail d’identification est complexe car chaque bucket peut
correspondre a plusieurs molécules (présence de protons avec le méme environnement) et chaque
molécule peut étre représentée par plusieurs buckets (présence de plusieurs protons avec des
environnements différents). Cette étape requiert le recours a des atlas publiés recensant les spectres dans
la matrice d’intérét, a I'expérience de I'expérimentateur voire a des spikes a I'aide de molécules candidates
ciblées. Malgré un gros travail d’analyse, il persiste souvent des buckets différentiels non attribués.
Au total ce type d’analyse fourni une quantification relative, supposée sans a priori, de I'ensemble des
molécules extraites contenant des protons (métabolites). Une quantitifaction absolue est possible mais

nécessite une gamme de la molécule d’intérét dans la méme matrice.

Références :

e https://culturesciences.chimie.ens.fr/thematiqgues/chimie-analytique/spectroscopies/les-origines-

de-l-irm-la-resonance-magnetique.

e https://pastel.archives-ouvertes.fr/file/index/docid/503765/filename/these jmagat corps.pdf
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Axe 2 : Anomalies de la biosynthese du NAD et efficacité

d’une supplémentation alternative

1. Introduction :

Le deuxiéme axe de mon travail de thése s’est intéressé aux anomalies métaboliques de la biosynthese du

nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) a partir du tryptophane en contexte d’IRA.

Le NAD, et son dérivé phosphorylé (NADP), sont des cofacteurs enzymatiques essentiels indispensables a de

639 Les

nombreuses réactions anaboliques et cataboliques notamment le métabolisme énergétique
anomalies de la biosynthese de ce métabolite pourraient expliquer une partie des modifications observées a
la phase aiglie de I'IRA mais également une partie des promoteurs du développement de la fibrose tubulo-

interstitielle.

Sa biosynthése fait intervenir trois voies potentielles (Figure 20): la biosynthése de novo a partir du
tryptophane, la voie de biosynthése de novo a partir de I’acide nicotinique (Preiss-Handler) et la voie dite de
sauvetage a partir du nicotinamide (NAM) 3. En contexte d’IRA, le synthése de novo s’effondre entrainant
un déficit en NAD tissulaire®'>3%6%° Ce déficit en NAD tissulaire est en lien avec I'altération de nombreuses
fonctions enzymatiques cellulaires notamment le blocage du métabolisme énergétique oxydatif . Ce
blocage de la biosynthese de novo a partir du tryptophane est en lien avec un déficit d’activité de I'enzyme
QPRT mais aussi un déficit d’activité PGC-1a, stimulant habituellement I'expression de différentes enzymes
de cette voie. >1>8396%0 Ce blocage s’associe au détournement des précurseurs vers des voies de dégradation
dont les métabolites terminaux sont retrouvés en concentrations accrues dans les urines notamment la
kynurénine ou le quinolinate >'>639640 | e maintien d’une concentration tissulaire suffisante de NAD peut étre
restauré par stimulation de la voie de sauvetage via un apport important oral ou parentéral de NAM (ou

dérivés) permettant ainsi de limiter I’altération fonctionnelle induite par différentes formes d’IRA 31639641,

Dans ce travail nous avons étudié, grace a des analyses métabolomiques urinaires sur une grande cohorte
cas-témoin, les concentrations urinaires de plusieurs métabolites de la voie de biosynthése de novo du NAD
a partir du tryptophane, a I'image des données préalablement publiées. Dans un second temps, nous avons
évaluer I'efficacité d’une supplémentation parentérale en NAM, un précurseur alternatif, superposable aux

précédents protocoles publiés, sur la prévention de I'IRA induite par IRl chez la souris.
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ABSTRACT

Background. Down-regulation of the enzymes involved in tryptophan-derived nicotinamide (NAM) adenine dinucleotide
(NADP) production was identified after acute kidney injury (AKI), leading to the hypothesis that supplementation with NAM
may increase the kidney NADP content, rescuing tryptophan pathways and subsequently improving kidney outcomes.

Methods. Urinary measurement of tryptophan and kynurenin using liquid chromatography-mass spectrometry
metabolomics was used in a cohort of 167 cardiac bypass surgery patients along with tests for correlation to the
development of postoperative AKI. A mouse model of ischaemic AKI using ischaemia-reperfusion injury (bilateral clamping
of renal arteries for 25 min) was also used.

Results. We identified a significant decrease in urinary tryptophan and kynurenin in patients developing AK]I, irrespective
of the Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) stage. Although a significant difference was observed,
tryptophan and kynurenin moderately discriminated for the development of all AKI KDIGO stages farea under the curve
[AUC] 0.82 [95% confidence interval (CI) 0.75-0.88] and 0.75 [0.68-0.83], respectivelyg and severe KDIGO Stages 2-3 AKI [AUC
0.71 (95% CI 0.6-0.81) and 0.66 (0.55-0.77), respectively]. Sparked by this confirmation in humans, we aimed to confirm the
potential preventive effect of NAM supplementation in wild-type male and female C57BL/6 mice subjected to ischaemic
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AKIL NAM supplementation had no effect on renal function (blood urea nitrogen at Day 1, sinistrin-fluorescein
isothiocyanate glomerular filtration rate), architecture (periodic acid-Schiff staining) and injury or inflammation (kidney
injury molecule 1 and IL18 messenger RNA expression). In addition, NAM supplementation did not increase post-AKI NAD"

kidney content.

Conclusion. Notwithstanding the potential role of NAM supplementation in the setting of basal NAD" deficiency, our
findings in mice and the reanalysis of published data do not confirm that NAM supplementation can actually improve renal
outcomes after ischaemic AKI in unselected animals and probably patients.

Keywords: acute tubular necrosis, AKI, biomarkers, cardiac surgery, ischaemia-reperfusion injury

INTRODUCTION

Acute kidney injury (AKI) is a frequent and life-threatening con-
dition. Despite extensive in vitro and in vivo research, translation
of candidate drugs that positively affect renal outcomes in
humans has failed so far. In recent years, down-regulation of
the enzymes involved in tryptophan-derived nicotinamide
(NAM) adenine dinucleotide (NAD") production was identified
after AKI, leading to the hypothesis that supplementation with
NAM may increase the kidney NAD" content, owing to rescue
tryptophan pathways, and subsequently improve kidney out-
comes [1].

NAD*, a cofactor for redox reactions in the cytosol and
mitochondria, is required to maintain the energy supply of cells.
NAD" is also a substrate for sirtuins, enzymes that are pivotal
for AKI prevention [2-4]. A recent study showed that mice with
heterozygous deletion of quinolinate phosphoribosyltransfer-
ase (QPRT ") develop NAD" deficiency and susceptibility to AKI
[S]. Supplementation by NAM increases circulating NAD* in
mice and humans, prevents AKI in QPRT "/~ mice by rescuing
tryptophan-derived NAD™ production and may prevent cardiac
bypass (CBP) surgery-induced AKI in humans [5]. These results
are in line with the hypothesis that reversing disorders of epi-
thelial cell metabolism and mitochondrial dysfunction may im-
prove renal outcomes after ischaemic AKI [6, 7]. Owing to these
findings, mainly derived from animal studies, interventional
randomized studies in humans are now ongoing in the USA and
France to test NAM supplementation after cardiac surgery or re-
nal transplantation (ClinicalTrials.gov NCT04342975 and PHRC
19-0355, respectively). However, conflicting results were re-
cently reported, suggesting that NAM supplementation may not
reverse all forms of AKI or CKD (5, 8, 9]. In addition, previous
studies showed NAD" deficiency after AKI and that NAD" in-
creased after NAM supplementation in normal mice, but none
demonstrated that NAM supplementation actually increases
NAD' content after AKL

In the current work, we aimed to collect further evidence for
involvement of the tryptophan pathway in AKI by evaluating
the value of urinary tryptophan and/or its derivative, kynure-
nin, to discriminate between patients who will develop severe
AKI following CEP. While we confirm the decrease in urinary
tryptophan and kynurenine after CBP in patients developing
AKI, albeit with low predictive value, we observed in a mouse
model of ischaemic AKI that NAM supplementation does not
prevent AKIL

MATERIALS AND METHODS
Patients

From March 2016 to January 2017, we collected urine samples
from 509 patients who had a CBP. Patients receiving chronic

renal replacement therapy were excluded from the analysis.
Consent of the patients to be included in the clinical and biolog-
ical collection of the University Hospital of Toulouse was
obtained (agreement number DC-2008-463).

Among the initial cohort of 509 patients, we studied the clin-
ical characteristics and urinary concentrations of tryptophan
and kynurenin in the 32 patients who developed severe Stages
2-3 AKI (n=32), the 70 who developed Stage 1 AKI and the 65
who did not develop AKI (these latter where randomly chosen).
Overall, 167 patients were included in this study. The character-
istics of the 332 patients with Stage 0 AKI not included in the
study can be found in Supplementary Table S1.

Characteristics

Clinical and biological data were collected before, during and af-
ter the cardiac surgery. Baseline glomerular filtration rate (GFR)
was estimated using the Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration formula. AKI was staged according to the KDIGO
classification established in 2012 (Supplementary Table 52) [11].

Urinary tryptophan and kynurenin measurements

Urine samples were collected 24h after the end of the CBP.
Urinary concentrations of tryptophan and kynurenin were mea-
sured using targeted metabolome analysis (AbsoluteIDQ p180
assay, Biocrates Life Sciences, Innsbruck, Austria). Urinary sam-
ples were frozen and shipped to Biocrates Life Sciences. After
thawing, samples were centrifuged at 2000rpm for Smin at 4°C,
extracted and then analysed by liquid chromatography-mass
spectrometry (LC-MS). Data were normalized on the urinary cre-
atinine concentration. Missing data (below the limit of detec-
tion; n=3) were replaced by the mean value of the considered
variable divided by 100.

Animal studies

Male (n=28) and female (n=8) mice (12 weeks old; Janvier Labs,
Paris, France) were sedated using isoflurane. Median laparot-
omy was performed followed by bilateral clamping of the renal
arteries for 25 min, according to a previous protocol [5]. NAM or
saline vehicle was administered at a dose of 400 mg/kg by intra-
peritoneal injections. Drugs were given 24 and 1h prior to the
surgery and 4-6h after the surgery. BUN was measured at Day
2. GFR was measured 1 day before ischaemia-reperfusion and at
Day 1, using sinistrin-fluorescein isothiocyanate (FITC) fluores-
cence measurement [12]. Mice were euthanized at Day 2 follow-
ing an intraperitoneal pentobarbital injection (180ug/g). The
timing of animal sampling and sacrifice were chosen to repro-
duce experiments that previously suggested positive effects of
NAM supplementation [5]. Animal experiments were approved
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Table 1. Characteristics of 167 patients who had cardiac surgery

Global KDIGO 0 KDIGO 1 KDIGO 2-3 P-value P-value
Parameter (n=167) (n=865) (n=89) (n=33) 0 versus 1-3 0-1 versus 2-3
Age (years), mean = SD 69.59 = 9.7 68.28 =~ 105 69.6+9.10 7227 0.241 0.080
Male, n (%) 123(73.7) 51(78.5) 52 (75.4) 20 (60.6) 0.453 0.155
BMI (kg/m®), mean + SD 2717 486 26.96 + 3.7 2717 =51 2757 +53 0.629 0.661
Hypertension, n (%) 98 (58.7) 34 (52.3) 43 (62.3) 21(63.6) 0.333 0.727
Diabetes, n (%) 49(29.3) 19(29.2) 19 (27.5) 11(333) 1 0.727
LVEF (%), mean + SD 56.56 + 11.2 5727 =123 5565 + 103 57.2+711 0.594 0.727
Euroscore II, mean = SD 3+3 21+119 34+436 39=+093 0.005 0.091
Haemoglobin (g/dL), mean = SD 1313 +19 13.73+19 1313+19 1212+ 16 0.008 0.001
Creatininaemia (pmol/L), mean « SD  108.508 = 57.9 9383+ 208 102102 » 468 150.650 = 97.7 0.008 0.013
eGFR (CKD-EPI, mL/min/1.73m"?), 65.15 = 219 7040 = 175 6777 11 4898 = 241 0.017 <0.001
mean * SD
eGFR (CKD-EPI), 41(246) 20 (30.8) 21 (30.4) 23(69.7) 0.241 <0.001
<60mL/min/1.73m?, n (%)
Kidney graft recipients, n (%) 5(3) 0(0) 2(2.9) 3(9.1) 0.241 0.085
Surgery, n (%)
CAB 61(36.5) 28(431) 22 (31.9) 11(33.3)
Valvular 53(31.7) 19(29.2) 20 (29) 14 (424)
Combined 31(18.6) 13 (20) 14 (20.3) 4(12.1) 0.494 0.527
Thoracic aorta 20(12) 5(7.7) 12 (17.4) 3(9.1)
Left ventricle 2(12) 0(0) 1(1.4) 1(3)
Catecholamines, n (%) 153 (91.6) 59 (90.8) 65 (94.2) 29(87.9) 1 0.625
RBC (yes), n (%) 40 (24) 11(16.9) 14 (20.3) 15 (45.5) 0.232 0.008
Number of packed RECs, 06611 04409 05=511 11+113 0.110 0.037
mean * SD
2 characteristics
Volume expansion (mL/24 h), 1095.809 = 680.9 961.561 + 5542 1155.815 + 669.9 1234823 + 879.3 0.075 0.456
mean * SD
Catecholamines, n (%) 104 (62.3) 34 (52.3) 48 (69.6) 22(66.7) 0.110 0.727
Sepsis, n (%) 39(234) 7 (10.8) 22 (31.9) 10(30.3) 0.013 0.570
lodinated contrast agents, n (%) 15 (9) 4(6.2) 7(10.1) 4(12y) 0.545 0.625
RBCs (yes), n (%) 70(41.9) 19(29.2) 27 (39.1) 24 (72.7) 0.232 0.001
Number of packed RBECs, 144+ 26 077 =12 122417 322+45 0.006 0.018
mean + SD
Outcomes
AKI KDIGO stage, n (%)
0 65(38.9) 65 (100) 0(0) 0(0)
1 69(413) 0(0) 69 (100) 0(0) <0.001 <0.001
2 19(11.4) 0(0) 0(0) 19(57.6)
3 14(8.4) 0(0) 0(0) 14 (424)
Diuresis 24 h (mL), mean = SD 1133.813 =« 3624 1309.530 +~ 303.6 1137.413 + 2897 78080 » 356.1 <0.001 <0.001
Death, n (%) 12(7.2) 0(0) 2(2.9) 10(30.3) 0.013 <0.001
Comparisons were made between patients who developed AKI (KDIGO Stages 1-3) or not (KDIGO Stage 0) and b p who developed no or mild AKI (XDIGO
Stapges 0-1) or severe AKI (KDIGO Stages 2-3).
BMI, body mass index (kg/m?); LVEF, left ventricle ejection fraction (%); CKD-EP], Chronic Kidney Di Epidemiciogy Collob

by the local and national ethical committees (CREFRE Inserm/
UPS, agreement C31 55507; protocol APAFIS#122-2015-23).

Kidney pathology

Samples of the left kidney were collected and stored in liquid ni-
trogen or embedded in paraffin. Expression of the Kim-1 and
IL18 genes was assessed by quantitative polymerase chain reac-
tion (StepOnePlus System with SYBR Eurogenetec MESABlue,
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) of the messenger
RNA (mRNA) extracted using the RNA Easy Minikit (Qiagen,
Venlo, The Netherlands). Hprt gene expression was used to nor-
malize gene quantification. Four micrometre kidney slices were
stained with periodic acid-Schiff and the injury score was

calculated. The kidney injury score was based on the extent of
tubular dilatation, epithelial cell flattening or release from the
basement membrane and casts within the tubular lumen.
Lesions were ranked from 0 to 4 by three blinded observers.

Kidney NAD measurement

NAD kidney content was measured with the NAD/NADH quan-
tification kit (MAK037; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). A kid-
ney sample (20-30mg) was homogenized in NAD'/NADH
extraction buffer and then centrifuged. Supernatant was diluted
(1:2) and the assay was performed according to the manufac-
turer's instructions.
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FIGURE 1: Ability of preoperative eGFR to predict the devel
expressed as the AUROC and its 95% confidence interval.
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Statistical analyses

Continuous data are represented as mean and standard devia-
tion (SD) and compared with the Wilcoxon test, Aspin-Welch
test, Student's test, analysis of variance (followed by the Tukey
post hoc test) or Kruskal-Wallis test (followed by a post hoc
pairwise Wilcoxon test), as appropriate. Discontinuous data are
represented as number and percentage and compared with the
chi-squared or Fischer’s exact test. P-values were adjusted using
false discovery correction (Benjamini-Hochberg correction). An
adjusted P-value <0.05 was considered significant. The ability of
estimated GFR (eGFR) and urinary metabolites to predict the de-
velopment of AKI and severe AKI was assessed by calculating
the area under the receiver operating characteristics curve
(AUROC) and 95% confidence interval (Delong method).
Statistical analyses were performed with R version 3.6.1 (addi-
tional packages readx], stringr, ROCR and pROC; R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria) and Prism 8 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS
Clinical characteristics

In this study we included 167 patients (mean age 69.5 years)
who had CBP. Clinical data are shown in Table 1 and
Supplementary Table S1. A total of 102 patients developed AKI,
including 33 (19.8%) with severe Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) Stage 2 or 3 AKL AKI was diagnosed
[maximal serum creatinine (SCr)] at Days 1-6 in 8 (7.8%), 59
(57.8%), 15 (14.7%), 4 (3.9%), 2 (2%) and 14 (13.7%) patients, re-
spectively. Twelve patients died during hospitalization.
Mortality was significantly higher in patients who developed
AKI [12/102 (11.8%) versus 0/65 (0%); P=0.004] and particularly
in patients who developed severe Stages 2-3 AKI [10/33 (30.3%)
versus 2/134 (1.5%); P < 0.001).

Univariate analysis showed that baseline estimated glomer-
ular filtration rate (eGFR) and red blood cells (RBCs) transfusion
during and after CBP were significantly associated with the risk
of developing severe AKL The AUROC of baseline eGFR (quanti-
tative assessment) was 0.56 [95% confidence interval (CI) 0.49-
0.64] for all AKI stages and 0.74 (95% CI 0.64-0.84) for severe AKI
prediction (Figure 1).

Comparative ROC curves for
AKI KDIGO 2-3 prediction
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of (A) AKI (all stages) and (B) severe AKI (KDIGO Stages 2-3) after cardiac surgery. Results are

Urinary tryptophan after cardiac surgery

In an attempt to confirm at a larger scale the renal changes of
the tryptophan pathway in humans developing AKI after CBP,
we measured the urinary concentration of tryptophan and
kynurenin (a tryptophan derivative) in this cohort of 167
patients using targeted metabolome analysis (AbsoluteIDQ p180
kit, Biocrates Life Sciences, Innsbruck, Austria).

We observed that 24 h post-CBP both urinary tryptophan and
kynurenin were significantly reduced in patients developing all
AKI stages (Figure 2A). This was confirmed in patients who
developed severe AKI (Figure 2B). However, the associated
AUROC values showed poor discrimination for the development
of AKI and severe AKI (AUROCs <0.75) (Figure 2C and D). Urinary
quinolinate could not be assessed because it was not included
in the AbsoluteIDQ p180 assay.

Urinary tryptophan and kynurenin were also significantly
decreased in patients who died during hospitalization
(Supplementary Figure S1).

NAM supplementation does not prevent ischaemic AKI
in mice

Sparked by this confirmation in humans, we studied the poten-
tial preventive effect of NAM supplementation in wild-type (wt)
male C57BL/6 mice (n=8) subjected to ischaemic AKI {bilateral
clamping of renal arteries for 25 min [ischaemia-reperfusion in-
jury (IRI)]}. NAM supplementation did not improve sinistrin-
FITC clearance-based reduction in GFR 36h after IRI (Figure 3A).
Blood urea nitrogen (BUN) levels, assessed 48h after IRI, were
also not modified (Figure 3B). NAM treatment was without effect
on renal architecture 2days after IRI (Figure 3C). Finally,
expression of kidney injury molecule-1 (Kim-1) mRNA, a promi-
nent AKI marker, was even higher in kidneys of NAM-treated
mice at Day 2 (P =0.05) (Figure 3D).

Because female gender is associated with less severe AKI fol-
lowing ischaemic AKI, the experiments were reproduced in wt
fermnale mice (n=8) to address whether NAM can prevent milder
forms of AKI. Again, no improvement in AKI with NAM treat-
ment was observed (Figure 3A-D).

At Day 2, the NAD" content within whole kidney (cortex and
medulla) of male and female mice that received NAM
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supplement was similar to that in mice that received vehicle
(Figure 3E).

DISCUSSION

Our findings confirmed, in a large cohort of 167 patients, the
initial observation of Poyan Mehr et al. [5] in six patients, that
urinary tryptophan is reduced in patients who develop CBP-
induced AKI, although urinary quinolinate could not be
addressed in our cohort because it was not included in the
metabolomic assay we used (Biocrates Life Sciences). However,
since a strong overlap of urinary tryptophan abundance was ob-
served between groups, tryptophan alone does not appear to be
a good marker for the routine detection of early severe AKI.

In contrast to previous studies [5, 6], our results in the IRI
mouse model showed that NAM supplementation did not im-
prove AKI outcome. There are a number of differences between
our study and these previous studies, despite a similar protocol

who will develop all stages of AKI and severe AKI (KDIGO Stages 2-3). Results are expressed as the AUROC and its 95%

for NAM supplementation. The Poyan Mehr et al [S] study used
SCr to assess renal function, while we used BUN and measured
GFR by sinistrin-FITC clearance. The use of SCr as surrogate for
GFR in mice has been discouraged [10] and it is therefore unclear
whether the small differences in the SCr are due to NAM supple-
mentation or other external variables. Hence, depending on the
experiments [S, 6], SCr after IRI varied between 0.4 and 1.7 mg/dL
and overlapped with SCr in sham mice (0.05-0.7 mg/dL). This
overlap does not allow us to adequately assess AKI at the individ-
ual level and should prompt, at least, determination of SCr levels
before and after IRI at the individual level, or, better yet, to mea-
sure GFR before and after experiments, as performed in our study.

The way AKI is assessed in humans in the Poyan Mehr et al.
[5] study may also be a serious pitfall. Indeed, data suggested
that NAM supplementation prevented CBP-induced AKI, but
most patients had no AKI or Stage 1 AKI (mean SCr increase was
<0.25mg/dL) and kidney improvement relied on a comparison
of three postoperative SCr-derived AUROCs instead of the
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recommended use of the KDIGO classification. If the latter had
been used, the incidence of AKI would not have differed signifi-
cantly between groups. Moreover, the very small and non-
clinically significant difference of SCr between treated and non-
treated patients was only observed at Day 1, but NAM supple-
mentation was associated with a decrease of SCr even before
the kidney injury (i.e. before the CBP) [S], suggesting interfer-
ence of NAM in SCr measurements or tubular secretion, chal-
lenging the interpretation of SCr curves in humans receiving
NAM, and probably in mice.

Furthermore, whereas it was suggested that NAM
supplementation can improve renal prognosis after AKI [1, 5, 8],
previous data from one of these laboratories showed no improve-
ment of kidney function by NAM supplementation in wt mice
submitted to IRI (Figure 1i from references 5, 6], but only effects
of NAM supplementation in mice with Ppargcla or Qprt deficiency
[, 6]. We clearly confirmed this in our experiments. Whereas we
used the same protocol for NAM supplementation, we did not ob-
serve improvement of kidney function in male and female wt
mice receiving NAM by using measured, not estimated, GFR and
BUN. The difference in how kidney NAD" deficiency was rescued
may also be the origin of these discrepancies: NAM was given via
intraperitoneal injection for 1day before IRI in our study, similar
to what is described by Poyan Mehr et al. [S], whereas oral admin-
istration of NAM riboside was performed by Faivre et al. [8]. In the
latter study, NAM riboside, a NAM derivative, was started 10 days
before bilateral kidney IRL. The employed methodology of the
experiments was similar otherwise. Thus further studies may
have to better define the optimal regimen to actually rescue
NAD* deficiency in animal studies and in humans in order to ad-
equately assess efficiency.

Finally, in previous studies the NAD" kidney content after
NAM supplementation was only assessed at a basal state, but
never after AKI. In our experiments, NAD" kidney content 2
days after IRl was similar in mice that received or did not

receive NAM supplementation, suggesting that NAM supple-
mentation may actually fail to reverse NAD" deficiency in the
setting of AKI, at least in wt mice.

CONCLUSION

Notwithstanding the potential role of NAM supplementation in
the setting of basal NAD™ deficiency, our findings in mice
and the reanalysis of published data did not confirm that NAM
supplementation can actually improve renal outcomes after
ischaemic AKI in unselected animals and probably patients.
This emphasizes the need to use validated AKI criteria as end-
points in pre-clinical animal models as well as in preliminary
studies in humans. This may help to increase the probability of
success of interventional placebo-controlled trials in humans.
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Parameter Global Not selected Selected p- Adj-p-

(n =387) (n =322) (n =65) value value
Preoperative Characteristics

Age (years), Mean + Sd 66.7 +11.9 66.4+12.2 68.2 +10.5 0.277 0.796
Male, n (%) 293 (75.7) 242 (75.2) 51 (78.5) 0.682 0.982
BMI (kg/m?), Mean + Sd 26.8+4.2 26.8+4.3 26.9+3.7 0.829 1
Hypertension, n (%) 193 (49.9) 159 (49.4) 34 (52.3) 0.768 0.982
Diabetes, n (%) 93 (24) 74 (23) 19 (29.2) 0.359 0.827
LVEF (%), Mean * Sd 55.9+11.4 55.7+11.2 57.2+12.3 0.319 0.816
Euroscore Il, Mean + Sd 21+2.2 21+23 21+1.9 0.953 1

Creatininemia (umol/L), Mean * Sd 92.5+25.1 92.2+259 93.8+20.8 0.574 0.982

eGFR (CKD-Epi, mL/min/1.73m?),

Mean £ Sd

eGFR (CKD-Epi), < 60

mL/min/1.73m?, n (%)

Kidney Graft Recipients, n (%) 1(0.3) 1(0.3) 0(0) 1 1
Per-operative Characteristics

72.9+18.3 73.4+184 70.4+17.5 0.232  0.796

87 (22.5) 67 (20.8) 20(30.8)  0.111 0.796

Surgery
CAB, n (%) 155 (40.1) 127 (39.4) 28 (43.1)
Valvular, n (%) 135 (34.9) 116 (36) 19 (29.2)
Combined, n (%) 49 (12.7) 36 (11.2) 13 (20) 0.233 0.796
Thoracic Aorta, n (%) 41 (10.6) 36(11.2) 5(7.7)
Left Ventricle, n (%) 7 (1.8) 7(2.2) 0(0)
Catecholamines, n (%) 343 (88.6) 284 (88.2) 59 (90.8) 0.703 0.982
RBC Yes/No, n (%) 56 (14.5) 45 (14) 11 (16.9) 0.672 0.982
Number of packed RBC, Mean + Sd 0.3+0.8 0.3+0.8 04+09 0.613 0.982

Post-operative Characteristics

Volume Expansion (mL/24h), Mean g o\ 5501 912345833 961.5+5542 0531  0.982

+Sd

Catecholamines, n (%) 193 (49.9) 159 (49.4) 34 (52.3) 0.768 0.982
Sepsis, n (%) 43 (11.1) 36(11.2) 7 (10.8) 1 1
lodinated Contrast Agents, n (%) 11 (2.8) 7(2.2) 4 (6.2) 0.095 0.796
RBC Yes/No, n (%) 90 (23.3) 71(22) 19 (29.2) 0.276  0.796
Number of packed RBC, Mean + Sd 05+1.1 05+1.1 0.7+1.2 0.133 0.796

Outcomes
. . 1263.5+ 1254.2 + 1309.5 +

Diuresis 24h (mL), Mean * Sd 290 6 287 5 303.6 0.162 0.796
Death, n (%) 1(0.3) 1(0.3) 0(0) 1 1

Supplementary Table 1: Characteristics of patients with KDIGO stage 0 AKI selected (n=65) or not
(n=322) in the metabolic analysis. CAB, coronary artery bypass; BMI, Body Mass Index (kg/m?);
LVEF, left ventricle ejection fraction (%); RBC, red blood cells; eGFR, estimated glomerular filtration

rate; BMI, body mass index; Sd, standard deviation
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8(7.8) |59(57.8) | 15(14.7) | 4(3.9) 14 (13.7)
4(5.8) |47(68.1) | 9(13.0) | 2(29) | 1(1.4) | 6(8.7)

2(105) | 7(36.8) | 5(26.3) | 2(105) | 0(0) | 3(15.8)
2(143) | 5(35.7) | 1(7.1) 0(0) 1(7.1) | 5(35.7)

Supplementary Table 2: Daily number of patients who reached criteria of acute kidney injury (AKIl)

following cardiac surgery (n, %).
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Stage Serum Creatinine Urine Output RRT

SCr < 1.5 times baseline
0 And > 0.5 mL/kg/h No
SCr increase < 26.5 uM (0.3 mg/dL)

SCr 1.5-1.9 times baseline
1 or < 0.5 mL/kg/h for at least 6 No

SCr increase > 26.5uM (0.3 mg/dL) hours

< 0.5 mL/kg/h for at least 12

2 SCr 2-2.9 times baseline No
hours
SCr3 tlms_: baseline < 0.3 mL/kg/h for at least 24
. hours
>
3 SCr increase 2 353(.)6r umol/L (4 mg/dL) or Ves
eGFR < 35 mL/min per 1.73 m2 and < 18 Anuria for at least 12 hours
year-old.

Supplementary Table 3: Criteria for staging of acute kidney injury, according to the 2012 KDIGO
classification. SCr, serum creatinine; eGFR, estimated glomerular filtration rate; RRT, renal
replacement therapy.
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Species Sample KDIGO stage Analyte Name Tryptophan Creatinine Kynurenine
Human Urine 2 L1-1 168 14158 15
Human Urine 1 L1-2 8.8 3675 2.4
Human Urine 1 L1-3 35 10815 6.4
Human Urine 0 L1-4 788 17227 38
Human Urine 1 L1-5 5.2 8162 0.78
Human Urine 3 L1-6 7.7 10699 2.6
Human Urine 0 L1-7 101 17650 16
Human Urine 1 L1-8 51 12339 20
Human Urine 1 L1-9 105 16860 22
Human Urine 1 L1-10 20 17627 3.4
Human Urine 0 L1-11 322 20554 40
Human Urine 0 L1-12 138 10588 15
Human Urine 1 L1-13 3.8 10579 0.50
Human Urine 2 L1-14 7.9 3332 0.61
Human Urine 2 L1-15 18 8070 3.1
Human Urine 1 L1-16 46 7212 10
Human Urine 0 L1-17 26 10531 4.2
Human Urine 3 L1-18 73 9547 5.7
Human Urine 1 L1-19 1.3 1937 0.35
Human Urine 0 L1-20 108 12686 11
Human Urine 0 L1-21 69 9810 6.4
Human Urine 1 L1-22 111 15559 6.9
Human Urine 0 L1-23 111 17613 9.9
Human Urine 0 L1-24 134 10493 14
Human Urine 2 L1-25 21 14528 6.5
Human Urine 0 L1-26 93 9536 11
Human Urine 1 L1-27 18 8510 3.5
Human Urine 1 L1-28 8.0 6433 1.9
Human Urine 1 L1-29 14 7075 3.0
Human Urine 1 L1-30 54 15226 10
Human Urine 1 L1-31 17 4368 1.7
Human Urine 3 L1-32 91 18342 10
Human Urine 0 L1-33 76 13463 12
Human Urine 1 L1-34 78 13523 6.8
Human Urine 1 L1-35 94 15587 7.4
Human Urine 1 L1-36 69 15978 7.3
Human Urine 0 L1-37 68 12877 5.9
Human Urine 0 L1-38 52 15158 3.4
Human Urine 3 L1-39 45 11413 5.7
Human Urine 2 L1-40 22 6633 8.6
Human Urine 0 L1-41 65 9866 12
Human Urine 0 L1-42 95 11131 25
Human Urine 2 L1-43 13 11167 1.0
Human Urine 0 L1-44 65 10376 5.6
Human Urine 1 L1-45 25 9834 2.5
Human Urine 0 L1-46 314 17079 21
Human Urine 0 L1-47 63 12876 10
Human Urine 0 L1-48 66 7912 8.1
Human Urine 1 L1-49 326 10332 27
Human Urine 0 L1-50 98 19312 9.9
Human Urine 1 L1-51 48 18737 3.2
Human Urine 1 L1-52 37 13285 4.7
Human Urine 0 L1-53 139 19705 9.2
Human Urine 0 L1-54 99 11754 4.0
Human Urine 1 L1-55 58 14869 6.7
Human Urine 0 L1-56 19 5347 2.4
Human Urine 0 L1-57 153 12360 14
Human Urine 0 L1-58 124 10060 8.7
Human Urine 1 L1-59 17 7199 2.9
Human Urine 1 L1-60 64 14611 12
Human Urine 1 L1-61 19 13874 2.5
Human Urine 1 L1-62 20 10122 2.3
Human Urine 0 L1-63 109 12940 17
Human Urine 0 L1-64 150 10981 13
Human Urine 1 L1-65 21 10152 2.5
Human Urine 2 L1-66 14 8344 13
Human Urine 1 L1-67 8.2 8664 1.4
Human Urine 0 L1-68 46 14379 7.9
Human Urine 3 L1-69 35 11356 5.2
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Human Urine 0 L1-70 35 14478 6.6
Human Urine 3 L1-71 2.8 6285 < LOD
Human Urine 1 L1-72 47 10976 4.9
Human Urine 1 L1-73 51 11166 21
Human Urine 2 L1-74 22 12570 4.5
Human Urine 0 L1-75 148 8386 12
Human Urine 2 L1-76 49 10413 6.6
Human Urine 0 L1-77 133 13455 29
Human Urine 0 L1-78 208 12565 14
Human Urine 0 L1-79 59 14672 5.0
Human Urine 1 L1-80 88 13728 10
Human Urine 0 L1-81 37 11446 7.9
Human Urine 0 L2-1 191 19534 15
Human Urine 2 L2-2 5.0 5858 1.00
Human Urine 1 L2-3 18 10073 2.6
Human Urine 0 L2-4 137 15060 14
Human Urine 0 L2-5 34 4289 4.3
Human Urine 1 L2-6 52 14810 5.0
Human Urine 1 L2-7 20 11251 4.3
Human Urine 0 L2-8 93 14267 32
Human Urine 1 L2-9 128 13015 27
Human Urine 1 L2-10 165 18300 8.3
Human Urine 1 L2-11 104 19411 9.9
Human Urine 0 L2-12 42 5880 7.4
Human Urine 1 L2-13 107 14761 7.9
Human Urine 0 L2-14 6.0 2639 2.0
Human Urine 1 L2-15 23 9541 3.0
Human Urine 1 L2-16 35 10644 9.9
Human Urine 0 L2-17 205 13984 8.1
Human Urine 0 L2-18 169 15547 15
Human Urine 1 L2-19 7.4 9444 1.5
Human Urine 1 L2-20 18 5139 3.7
Human Urine 0 L2-21 145 8238 25
Human Urine 0 L2-22 222 26519 30
Human Urine 1 L2-23 72 16193 11
Human Urine 3 L2-24 25 5840 1.6
Human Urine 0 L2 -25 146 17969 21
Human Urine 2 L2-26 92 9235 6.3
Human Urine 3 L2-27 71 11806 4.7
Human Urine 1 L2-28 110 19974 4.3
Human Urine 1 L2-29 12 4897 5.3
Human Urine 0 L2-30 107 9715 9.5
Human Urine 1 L2-31 64 13547 13
Human Urine 0 L2-32 15 7478 4.0
Human Urine 1 L2-33 6.5 3377 1.8
Human Urine 3 L2-34 28 9641 2.1
Human Urine 0 L2-35 191 14937 12
Human Urine 0 L2-36 36 5726 1.8
Human Urine 1 L2-37 64 10484 9.4
Human Urine 0 L2-38 170 15581 8.5
Human Urine 1 L2-39 93 11604 12
Human Urine 0 L2 -40 42 11370 2.9
Human Urine 3 L2-41 50 10099 6.1
Human Urine 1 L2-42 4.7 3017 13
Human Urine 0 L2 -43 120 13722 17
Human Urine 3 L2-44 5.3 4632 3.0
Human Urine 1 L2 - 45 3.7 2135 0.47
Human Urine 1 L2 -46 29 9613 7.1
Human Urine 1 L2 -47 42 16559 3.1
Human Urine 0 L2-48 88 7970 10
Human Urine 2 L2-49 20 6525 13
Human Urine 1 L2 -50 77 14228 5.9
Human Urine 3 L2-51 11 5565 2.0
Human Urine 2 L2 -52 73 12814 26
Human Urine 1 L2-53 43 14764 1.1
Human Urine 0 L2 -54 26 9628 3.8
Human Urine 0 L2 - 55 69 9879 12
Human Urine 1 L2 -56 39 14114 4.8
Human Urine 1 L2 -57 75 9021 6.2
Human Urine 0 L2-58 18 10355 2.9
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Human Urine 0 L2-59 10 6501 1.3
Human Urine 1 L2 - 60 121 18098 7.9
Human Urine 1 L2-61 7.5 2402 1.5
Human Urine 2 L2 - 62 9.1 6931 13
Human Urine 2 L2 -63 187 14540 22
Human Urine 0 L2 - 64 300 17422 13
Human Urine 0 L2 - 65 145 9055 14
Human Urine 1 L2 - 66 78 15202 3.7
Human Urine 2 L2 -67 8.8 6382 0.79
Human Urine 0 L2 -68 231 20223 16
Human Urine 0 L2-69 149 11530 9.7
Human Urine 1 L2-70 51 11485 5.7
Human Urine 1 L2-71 48 11508 3.8
Human Urine 3 L2-72 42 11097 14
Human Urine 1 L2-73 68 10043 5.3
Human Urine 1 L2-74 44 10371 8.1
Human Urine 1 L2-75 56 9435 3.5
Human Urine 2 L2-76 27 13036 1.7
Human Urine 1 L2-77 51 13381 5.3
Human Urine 1 L2-78 30 10728 4.6
Human Urine 1 L2-79 24 9331 4.1
Human Urine 0 L2 - 80 88 13873 10
Human Urine 2 L2-81 49 11654 4.3
Human Urine 0 L3-1 81 22274 4.6
Human Urine 2 L3-2 7.8 4478 2.4
Human Urine 0 L3-3 113 18749 32
Human Urine 0 L3-4 63 8731 6.5
Human Urine 3 L3-5 5.6 7151 2.2

Supplementary Table 4: Urinary concentrations of Tryptophan, kynurenin and creatinine (uM)
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N° | Gender | Treatment | Score
1 F NAM 3.5
2 F NAM 4
3 F NAM 3
4 F NAM 2.5
5 F NaCl 3.5
6 F Nacl 2
7 F NaCl 4
8 F Nacl 2
9 M NAM 4
10 M NAM 4
11 M NAM 4
12 M NAM 4
13 M Nacl 1.5
14 M NaCl 4
15 M NaCl 4
16 M Nacl 4

Supplementary Table 5: Injury score (mean of 3 blinded scoring). NAM, nicotinamide; F, female;

M, male; NaCl, sodium chloride.
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Supplementary File 1: Definitions of clinical and biological criteria.

- Body Mass Index was calculated with the preoperative weight and size ( BMI = Weight (kg)/[Size
(m)]2.

- Hypertension referred to patients with a past medical history of clinical hypertension according to
current guidelines (ESH/ERC Guidelines), with or without antihypertensive treatment.

- Patients were considered as diabetic if they fulfilled diabetes criteria according to current guidelines
(WHO 2006), irrespective of their treatment.

- Left Ventricle Ejection fraction (LVEF) was determined by echocardiography during standard
preoperative screening.

- Euroscore Il evaluating mortality risk associated to cardiac surgery was calculated based on
recommended criteria (Age, Sex, Creatinine Clearance, Chronic lung disease, Extracardiac
arteriopathy, Insulin dependent Diabetes mellitus, poor mobility, NYHA class, CCS class, Critical
Preoperative state, Emergency, Endocarditis, Previous cardiac surgery, Left Ventricle function, recent
myocardial infarction, weight of procedure) according to published model (see. Nashef et al. 2012)

- Baseline glomerular filtration rate was estimated using the CKD-EPI formula based on creatinine
IDMS measurement. (Levey et al. 2009)

- Patients were considered as kidney graft recipients when having a functional kidney graft without
RRT requirement before surgery.

- Type of surgery was defined by the following : CAB corresponded to isolated, single or multiple
Coronary artery Bypass (CAB) ; Valvular surgery corresponded to isolated valvular repair by plasty or
valvular replacement ; Combined Surgery corresponded to an association of coronary artery bypass
and valvular surgery ; Thoracic Aorta corresponded to a surgery that include a aorta replacement
associated or not with coronary artery bypass and/or valvular surgery ; Left Ventricle corresponded
to a surgery that involve directly myocardium especially of left ventricle (Ventricular septal defect
cure, Left ventricle aneurysm...) with or without coronary artery bypass or valvular surgery
associated.

- Catecholamines corresponded to the use or not of catecholamine (Epinephrine, Norepinephrine,
Dobutamine...) during or after surgery.

- RBC Yes/No indicated the requirement for red blood cells transfusion during or after surgery.

- Number of packed RBC corresponded to the number of packed red blood cells transfused in each
group during or after surgery.

- Postoperative volume expansion was the total volume of infusion during the first 24 hours after
surgery.

- Postoperative sepsis was defined as an infection (fever, specific organ symptoms, detection of
pathogen bacteria in a significant localization, necessity of antibiotic treatment...) that occurs during
the 7 days following surgery.

- Postoperative iodinated contrast agents corresponded to at least one infusion of contrast agent for
RX-imaging purpose during early postoperative period.

Diuresis 24 hours was defined as the urine output during the first 24 hours after surgery.
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3. Discussion :

Dans ce travail, grace a des analyses métabolomiques urinaires sur une cohorte cas-témoin de 167 malades,
nous avons confirmé la présence d’anomalies concernant plusieurs métabolites de la voie de biosynthese de
novo du NAD a partir du tryptophane a 'image des données préalablement publiées **°. Ces métabolites
peuvent méme étre utilisés comme biomarqueurs avec des performances intéressantes pour le diagnostic
de I'IRA. Cependant, dans notre modele murin d’IRl, une supplémentation parentérale en NAM,
superposable aux précédents protocoles publiés, ne permet pas d’améliorer I'IRA induite par une IRI. Le
désaccord avec les conclusions des précédentes études est potentiellement en lien avec une
surinterprétation de certains de leurs résultats notamment grace a I'utilisation de critéres de jugement

flatteurs mais inadaptés ou de terrains génétiques particuliers (invalidation de Qprt ou Ppargcla).

Malgré nos conclusions notre travail présente des limites. Concernant la partie humaine, il aurait déja été
intéressant d’avoir accés a I'ensemble des métabolites de la voie de biosynthése de novo du NAD a partir du
tryptophane a I'image des données publiées par Poyan Mehr et al. °*°. Malheureusement le kit utilisé
(Absolute IDQ p 180) ne donnait accés qu’a ces deux métabolites (tryptophane et kynurénine) et la
Spectrométrie H1-RMN ne parvenait pas a détecter les pics associés aux autres métabolites de cette voie
(quinolinate, acide kynurénique et NAD notamment), malgré un spike, probablement en lien avec des
concentrations urinaires trop faibles par rapport a la sensibilité de la technique. Une autre limite pour cette
partie humaine correspond a la sélection des patients. Ainsi, pour des raisons de co(t, un échantillons cas-
témoin a été sélectionné dans la cohorte AKIOmics1 que nous détaillerons plus loin. Ce type de sélection
expose toujours un risque de biais d’échantillonnage et altére certains estimateurs de performances par
modification de la prévalence du end-point. Concernant /’in vivo, la principale limite de ce travail correspond
a I'absence de dosage du NAM (circulant et tissulaire) pour s’assurer de la bonne exposition au traitement
injecté. En effet, malgré notre injection, respectant les protocoles précédemment publiés nous n’apportons
pas la preuve de l'efficacité de notre apport en NAM, n’excluant pas un déficit de résorption intra-
péritonéale. Une autre limite de ce volet correspond a I'absence de calcul a priori de la puissance (et donc
du risque B) pour choisir le nombre de souris a inclure. Ainsi, nous nous retrouvons en aveugle sur le risque
gue nous avons pris de passer a coté d’un effet bien réel du NAM dans cette indication. Néanmoins, I'absence
complete d’efficacité identifiable pour un nombre de souris non négligeable, est peu cohérente avec un

bénéfice majeur de ce traitement dans I'IRI chez la souris.

Cet article est en fait le fruit d’expérimentations préliminaires avec initialement un objectif différent. Ainsi,
nous envisagions de déterminer une signature métabolomique urinaire de I'lRA dans un modéle murin d’IRI,
d’en faire le paralléle avec les anomalies urinaires humaines que nous décrirons sommairement plus loin

(humanisation) et d’en évaluer la corrélation avec les anomalies métabolomiques tissulaires. Le groupe traité
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devait servir pour valider le concept de screening de candidats traitements sur la base d’une réversibilité de
la sighature métabolomique. Pour cela nous avions choisi le NAM, traitement agissant sur le métabolisme et
dont l'efficacité était suggérée dans le traitement de I'IRA. Devant les résultats initiaux hautement
discordants avec les données publiées, nous avons poussé plus loin les explorations pour confirmer la
surprenante absence d’efficacité, entre nos mains, de ce traitement dans un modele murin d’IRI, pourtant

en cours d’évaluation dans plusieurs essais cliniques randomisés.

Bien qu’en défaveur d’une efficacité du nicotinamide dans la prise en charge de I'IRA, ce travail ne signe pas

I'arrét de cet axe d’exploration.

L'idée d’origine de développer une signature métabolomique urinaire humanisée dans un une plusieurs
modeles d’AKI murines puis de valider I'association entre une réversibilité de tout ou partie de cette
signature et I'efficacité d’'une molécule ciblant le métabolisme restent d’actualité. Un autre témoin positif
que le NAM devra étre choisi. Ce type d’outils pourrait ensuite étre utilisé pour sélectionner de nouveaux

candidats traitements a une évaluation plus approfondie.

Une autre perspective intéressante a envisager serait de faire le lien avec la partie précédente en
s’'intéressant aux conséquences sur le NAD apres invalidation du géne Hnf1b. En effet, vu le réle essentiel de
PGC-1a, une cible connue d’HNF-18 ?*, dans la stimulation de la biosynthése de novo du NAD a partir du

639640 on est en droit d’attendre une réduction du contenu intra-cellulaire en NAD dans les

tryptophane
cellules invalidées pour Hnf1b, en conditions basales mais surtout d’agression. Une supplémentation en NAM
pourrait alors avoir un effet protecteur a I'image de ce que I'on observe en cas d’invalidation de Ppargcla
méme si cela n’est pas le cas en contexte général %, Les résultats de la spectrométrie Hi-RMN dans les
cellules MCT Hnf1b”"comparativement aux Wt ne montrent pas une réduction drastique et significative du
contenu intracellulaire en NAD en condition basales (Figure 21ab) ou d’hypoxie (Figure 21cd) mais une

tendance homogeéne sur I’ensemble des buckets existe. De la méme maniére des tendances sont identifiables

sur certains précurseurs. (Figure 21abcd)
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Figure 21 : Anomalies du tryptophane, du nicotinamide et du nicotinamide adénine dinucleotide dans les
cellules MCT Hnf1b”- en conditions basales et d’agression. a. Volcanoplot représentant les foldchanges et
VIP scores des buckets Hi-RMN issus du modéle PLSDA comparant les cellules MCT Hnflb”" et Wt en
conditions basales. Les buckets associés aux métabolites impliqués dans la biosyntheése du NAD sont colorées
comme indiqué (rouge : NAD, or : Tryptophane, violet : Nicotinamide). b. Boxplot représentant les
abondances relatives globales de chaque métabolite associé a la voie de biosynthése du NAD (moyenne de
variation centrée réduite de tous les buckets) en fonction du statut Hnflb dans les cellules MCT en conditions
basales. c. Volcanoplot représentant les foldchanges et VIP scores des buckets Hi-RMN issus du modéle
PLSDA comparant les cellules MCT Hnf1b™" et Wt en hypoxie (1%, 24h). Les buckets associés aux métabolites
impliqués dans la biosynthése du NAD sont colorées comme indiqué (rouge : NAD, or : Tryptophane, violet :

Nicotinamide). d. Boxplot représentant les abondances relatives globales de chaque métabolite associé a la
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voie de biosynthese du NAD (moyenne de variation centrée réduite de tous les buckets) en fonction du statut

Hnf1b dans les cellules MCT en hypoxie (1%, 24h).

La réanalyse de la RNASeq effectuée sur la lignée mIMCD3 retrouve plusieurs genes modérément sous
exprimés, communs aux trois voies de la biosynthése du NAD et sans anomalies identifiables en amont,
plaidant en défaveur d’une efficacité potentielle de la supplémentation en nicotinamide sans I'exclure
formellement. (Figure 22). Il pourrait étre intéressant, dans un premier temps, de confirmer par un dosage
biochimique simple, le déficit en NAD basal observé dans les cellules murines et humaines invalidées pour
Hnflb. En cas de confirmation, le contenu en NAD de ces cellules dans divers modeles d’agression type
cytokines inflammatoires, LPS ou myoglobine mériterait d’étre étudié de méme que le contenu tissulaire

rénal ou urinaire des patients ou de souris mutées.
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NICOTINATE AND NICOTINAMIDE METABOLISM

NADP'P1

N1-Nbthsh 2-pridone-
LN o 2 Joclons

icotinarmide WA
-nbonucleotide { )

3-Succino:
(b mualdehycle- | (ONicotinunte

6-Hydroxy- S)-2-Hydroxy-
pe\lboxjynicom ________ Melh e me!l\ylg utarate
lut
g 143164114121
2R,35)-2,3-
S O e byanlat
2y
ot e (L Asputis

|

|

|

|

|

e tabol |

|

!

_________________ Alanine, aspartate and
glutamate meh%ol:sm
2,6-Dihydroxy- Malearaate Maleate Fumara
pymdine

Data on KEGG graph
Rendered by Pathview

FEELTL T
0 1

Figure 22 : Différences d’expression relatives induites par I'invalidation d’Hnflb des génes codant les

enzymes impliquées dans la biosynthése du NAD dans les cellules mIMCD3 en conditions basales.

Résultats obtenus via une réanalyse de données de RNASeq préalablement publiées (Chan et al. 2018) et

représentés grace au package pathview.
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Axe 3 : Utilisation des « Omics » dans le diagnostic précoce

de I'IRA post-chirurgie cardiaque avec CEC

1. Introduction :

L’objectif de ce deuxieme axe a été d’améliorer le diagnostic de I'lRA dans un modele de pathologie humaine.
Comme nous l'avons vu, cette thématique correspond a un enjeu important dans le champ de I'IRA et de
nouveau outils sont nécessaires pour redéfinir le cadre de I'IRA.

Pour cela nous avons tenté, d’'une part d’identifier, grace a l'utilisation de techniques « omics », des
nouveaux biomarqueurs ou signatures permettant le diagnostic précoce d’une IRA et d’autre part, d’évaluer
I'intérét d’'une combinaison de ces biomarqueurs/signatures entre eux et avec les données cliniques dans le
cadre d’approches multimodales. Nous avons pu utiliser la cohorte monocentrique de patients mise en place
par le Pr Faguer. Il s’agissait de patients ayant bénéficié d’une chirurgie cardiaque avec circulation extra-
corporelle au CHU de Toulouse pour lesquels des échantillons urinaires post-opératoires précoces étaient
disponibles.

Ces échantillons ont été analysés par une approche peptidomique (CE-MS). Cette analyse a permis
d’identifier des anomalies précoces associées a la survenue d’une IRA et de construire des scores
peptidomiques permettant de diagnostiquer dés la 4™ heure post-CEC la survenue d’une IRA dans les 7
jours suivant la chirurgie, avec des performances supérieures aux biomarqueurs traditionnels et a une
signature peptidomique antérieurement publiée. Ces performances ont été également confirmées dans une
autre cohorte de recrutement tres différent (FroglCU — admission en réanimation) sur un vaste panel de
contextes étiologiques. Cette partie du projet fait 'objet de la premiere publication jointe, en cours de

finalisation.

2. Publication :
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Introduction

Acute kidney injury (AKI) is a life-threatening condition with an incidence of 13.5 million patients per year,
which contributes to about 1.7 million deaths every year worldwide *. For survivors, the risk of chronic kidney
disease (CKD) is nine-fold higher than in patients without AKI 2. Worldwide, more than 850 million inhabitants
have AKI, CKD or the need of renal replacement therapy . Despite the recent intensive efforts in research,
AKl is still detected at a late stage (1 to 3 days after the insult), contrasting the need for early detection (<12
hours after the insult). In addition, although treatments to reduce the impact of full-blown AKI exist, these
are non-specific and are not focusing on the molecular mechanisms of AKI. The International Society of
Nephrology has officially recognized this alarming situation in AKI as an important challenge and launched
the “Oby25” objective, aiming zero preventable deaths due to AKI by 2025 in low and high-income countries
! This challenge was echoed by the European Renal Association calling for increased European involvement

in AKI 3.

The delayed detection of AKl is largely related to the assessment of kidney dysfunction by serum creatinine,
which is by nature downstream of advanced AKI, rather than based on signs of kidney injury 2. In addition,
even the recently discovered single molecular markers of kidney injury (eg. FGF-23, NGAL, IL-18, KIM-1,
[TIMP-2].[IGFBP7]) only allow detection of AKI, at best, at 12-24 h post insult, when often irreversible damage
is already present 7, These single biomarkers mostly rely on specific tubular segment injuries, can be non-
specific and do not inform on the timing and the mechanisms of the kidney injury *%. To grasp the molecular
complexity of AKI, a large-scale approach using multi-dimensional marker should thus be proposed, as it was
already proposed in other acute conditions like acute respiratory distress syndrome, acute heart failure or

sepsis 10716,

Urinary peptidomics emerged as a powerful method to non-invasively assess characteristics of the kidney

1718 stratify patients according to their risk to progress toward kidney fibrosis *! but also to

parenchyma
assess specific risk of systemic diseases, including acute life-threatening conditions like COVID-19 %2, In the

context of AKI, early preliminary studies using a reduced number of patients (n=80-120) have shown the
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feasibility of the use of urinary peptidome analysis to predict the development of AKI outperforming NGAL

and KIM-1 2324, However, samples were collected very close to the AKI events.

In the current study, we explored the urinary peptidome of 1,170 cardiac surgery patients at a maximum of
four hours after surgery. Using fully independent discovery and validation cohorts, we identified a 204-
peptides profile that predicted with high accuracy the development of AKI in the validation cohort. Up-to-
date bioinformatic algorithms allowed to reduce this signature to 17 peptides. It appeared that this signature
is “universal” for the development of AKI since it predicted with a similar accuracy AKI in an external cohort
of 1,569 non-selected patients admitted to the intensive care unit (ICU). Top-ranked peptides were mostly
non-collagenic and pointed inflammation, innate immunity, immune cells trafficking, kidney component and

hemolysis as discriminative pathways, with potential targetable molecular mechanisms.

Results

Cardiac surgery cohorts and AKl incidence

We prospectively included a total of 1,170 patients (mean age 66.7+12.0 years) referred for cardiac surgery
with cardiac bypass (CBP) in a single center (Toulouse, France). Inclusion was performed in two different time
periods leading to two independent cohorts: a derivation cohort (n=509) with patients included between
March 2016 and January 2017 and a validation cohort (n=661) with patients included between January 2019

and March 2020 (Figure 1).

Pre- and per-operative characteristics of patients are summarized in Supplementary Table S1. Patients from
validation cohort had higher baseline kidney function (eGFR 77.6+20.6 vs. 70.3+20.2 mL/min/1.73m?, p <
0.001), were more frequently affected by hypertension (p=0.029, COPD (p<0.001) and had more frequently
undergone previous cardiac surgery (p=0.022). Owing to anesthetic procedures changes, the number of red
blood cell (RBC) transfusions during surgery was lower (p=0.001) and the use of vasoactive agents was more
frequent (p=0.003) in the validation cohort. During the post-operative period, patients included in the
validation cohort received less frequently iodine contrast agents (p=0.001) and had a shorter length of stay

within the intensive care unit (p<0.0001).

174



The rates of AKI were similar (~¥23%) in the derivation and validation cohorts. Severe AKI (KDIGO stage 2 or
3) was identified in 42 (8.3%) and 93 (14.0%) patients, and 18 (3.5%) and 14 (2.1%) patients required dialysis

in the derivation and validation cohorts, respectively.

Pre- and per-operative clinical parameters are moderate predictors of AKI after CBP

In the 509 patients of the derivation cohort, univariate analysis identified several clinical features that were
associated to the development of AKI (Table 1). These included pre-operative (age, hypertension, kidney
transplantation, baseline eGFR) and per-operative (CBP time, RBC transfusion) parameters. The majority

remained significantly associated to the development of AKI after multivariate logistic regression adjustment.

These parameters, both used as single markers or included in more complex scores previously published (i.e.,
CSA-AKI 2°, Ng 26, Cleveland 27, AKICS 28 or SRI ?° scores) had poor discriminative power (area under the
received operating curves (AUC) of 0.62 — 0.70 in the validation cohort Figure 2A). We therefore built a local
clinical score using six pre- and per-operative variables identified by logistic regression in the derivation
cohort (age, hypertension, eGFR, kidney transplantation, valvular surgery and CBP time) (Figure 2B).
However, although there was a clear difference in the local score of patients developing AKI (Figure 2C, p <
0.001), this score was not significantly better than the previously established scores nor baseline eGFR (Figure
2D, p > 0.1 for all). It is therefore clear that complementary strategies are needed to improve on the

prediction of patients developing AKI following CBP-surgery at an early stage.

AKI leads to early changes of the urinary peptidome

We analyzed for the first time at a very early stage (<4 h after CBP-surgery) the urinary peptide content in
this large CBP-surgery cohort to identify biomarkers predictive of AKI that could help clinical decision making
and stratifying patients for further interventional studies. Using the 509 patients in the derivation cohort,
among the 1255 peptides analyzed, 204 were sequenced and displayed a significantly different abundance
(Benjamini-Hochberg-adjusted Wilcoxon univariate testing (p < 0.05)) in urine of patients that developed AKI
(up-regulated n=102; down-regulated n=102; Figure 3A). Peptides associated with AKI were derived from 48

proteins, including 16 collagens and 32 non-collagenic proteins. (Figure 3B-C) These latter are related to

hemolysis (hemoglobin a and B-subunit), inflammation (i.e. S100A9 (calprotectin), SERPINA1l (a 1-
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antitrypsin), B2M (B 2-microglobulin)), immune cells trafficking and activation (i.e. CD99, CX3CL1, PIGR),
innate immunity (i.e. complement factor B), kidney epithelium (UMOD (uromodulin), FXYD2) and cell growth
and survival (ACTG1). (Figure 3B) When ranked according to their univariate adjusted p-values, top

differential peptides were mainly derived from non-collagenic proteins (Figure 3D).

A urinary peptide-based signature predicts CBP-induced AKI and significantly outperforms clinical

parameters.

Next, the 204 peptides were included in a support vector machine-based mathematical model and trained
on the derivation cohort. Application of this signature in the validation cohort showed a clear separation
between patients developing or not AKI (p<0.001, Figure 4A), with the risk of AKl increasing with anincreased

peptide-based score (Figure 4B, p < 0.001).

Pre- and per-operative characteristics (diabetes mellitus, COPD, baseline eGFR, surgery indication, redux
surgery, CBP time) partly correlated with the peptide-based score (Supplementary Table S2). However, the
urinary peptide signature contained complementary information with respect to the clinical characteristics
as suggested by (i) an adjusted-R-squared of the multivariate model of 0.246, (ii) the significant correlation
between AKI development and the peptide score after adjustment on baseline eGFR (p<0.001), clinical score
(p<0.001) and individual clinically significant characteristics (p<0.001 for all), and (iii) the significantly higher
AUC of the peptide score (0.78 [0.73-0.83]) compared to that of the clinical score (p<0.001) or the baseline
eGFR (p<0.001) (Figure 4C). A peptide-based score above the threshold (Youden index (threshold = - 0.0265))
was associated to an increased risk of AKI (OR = 6.13 [3.94-9.54], p < 0.001) even after adjustment for the
local clinical score or pre-operative clinical features (Figure 4D). Performances were superior to previously
published peptide score * (Supplementary Figure S1A, AUC 0.68 [0.62-0.73], p<0.001) and the reference

biomarker urinary NGAL (0.68 [0.63-0.74], p = 0.003, Supplementary Figure S1A).

Combining the clinical and the peptide-based scores, using logistic regression in the derivation cohort and
testing in the validation cohort did not improve overall performances compared to peptide-based score alone
(Figure 4D). On the other hand, the initial signature of 204 peptides could be reduced to 17 peptides using

innovative bioinformatic approaches (genetic algorithms), with similar performances compared to the entire
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signature in the validation cohort (AUC = 0.77 [0.72-0.82], p = 0.676 for comparison between the two

signatures) (Figure Sup S1C).

Of note, among the 58 patients that developed AKI within the first seven days after surgery, but that were
not predicted by the peptide-based score, 14 exhibited at least one major complication (acute urinary
retention n = 4 ; nephrotoxic antibiotic overdose n = 1 ; occlusive syndrome n = 4 ; severe infectionn =3 ;
tamponade n = 2 ; acute coronary syndrome with angiocoronarography n = 1) that could be responsible for
the development of AKI in the seven days after surgery (i.e. leading to AKI according to the KDIGO

classification), independently of the initial CBP surgery.

Validation in an external cohort of patients admitted to the ICU

CBP-surgery induced AKI is considered as a standardized setting of conditions with the potential to induce
AKI. To study the potential generalization of the use of peptide signatures in AKI, we also evaluated the
performance of the urinary peptide signature in 1569 patients admitted to an intensive care unit (ICU), with

variable causes of AKl including sepsis, unplanned surgery and trauma (FROG-ICU cohort) 3031,

Interestingly, the urinary peptide-based signature assessed in patients at their admission in ICU was
significantly associated with the development of AKI (Figure 5A-D) and its performances were not different
from those obtained in CBP-surgery induced AKI (AUC 0.79 [0.77-0.81] versus 0.78 [0.73-0.83], p = 0.634).
These findings were confirmed when patients were split according to the timing of AKI diagnosis: diagnosis
of AKI at the admission AUC 0.77 [0.75-0.80]; AKl in the 7 days of admission AUC 0.79 [0.76-0.81]. Subgroup
analysis, according to diagnosis that justified ICU admission, showed quite good performances among groups
despite some heterogeneity. The best AUCs were obtained in patients admitted after surgery (n = 146; AUC
0.86 [0.80-0.92]), for sepsis (n =378 ; 0.78 [0.74-0.83]) or for impaired hemodynamic status (n =193; AUC

0.81 [0.75-0.88]) (Supplementary Table S3).

When compared to reference urinary AKI biomarkers, such as NGAL, those performances were globally
equivalent (AUC = 0.78 [0.75-0.80], p = 0.426, Figure 5D) either for AKI at the admission and for AKI within

seven days after admission (Supplementary Figure S2).
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To note, in this setting, the reduced 17 peptide signature exhibited significantly decreased performances

compared to the entire 204 peptide signature (AUC = 0.75 [0.73-0.78], p < 0.001) (Figure 5D).

The urinary peptide-based AKI signature urinary provides insights on the early mortality

Among the 1170 patients of the CBP cohort, 41 died during the hospitalization (3.5%), including 30 during
the first month (2.5%). In-hospital mortality was strongly associated with the development of AKI (OR 16.2
[7.5-40.1-]; p<0.001), even after adjustment on pre-operative mortality score (Euroscore-2: OR 13.8 [6.3-
34.5]; p <0.001) or after multivariate adjustment using a propensity score (OR 5.6 [2.4-14.8]; p <0.001)
(Supplementary Table S4). In both the derivation and validation cohorts, the peptidome-based score
obtained <4 hours after the surgery was associated with higher in-hospital mortality (AUC 0.77 [0.66-0.88] ;
p < 0.001 ; OR when peptidome score was above threshold: 6.2 [2.5-15.2] ; p < 0.001 ).Similarly, in the
external ICU validation cohort, the peptidome-based score assessed at the admission was also associated

with the in-hospital mortality (p<0.001).
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Discussion

In this study that included >2400 patients, we identified a urinary peptide signature predicting, as early as 4
hours after the initial insult, the onset of AKl in a variety of clinical at-risk situations, including CBP-surgery
and ICU admission. Cardiac surgery with CBP is the prototypical cause of AKI, with a pathophysiology relying
on various intricated mechanisms (inflammation, ischemia, hemolysis, oxidative stress...) 3. The nature of
the identified peptides can be clearly linked to these different mechanisms involved in the AKI

8,32-36

pathophysiology and potentially explains the good performance of the urinary peptide signature to

833736 which may

predict future AKI. In addition, these mechanisms are shared by various other AKI etiologies
explain the excellent transferability of the urinary peptide signature to the ICU context.

In the CBP-surgery setting, the signature outperformed all clinical parameters and urinary NGAL, while the
predictive value of the peptide-based signature was similar to NGAL in an ICU setting. This is most likely due
to differences in the time-window with respect to the initial event leading to the development of AKI. While
in the CBP-cohort all samples were obtained 4 hours after the initial insult, in the ICU validation cohort AKI
biomarkers were evaluated within the first 24 hours after ICU admission. In addition, a number of the ICU
patients already experienced a full-blown AKI on admission to the ICU 3%31, This more advanced stage of AKI
in the ICU setting could explain this comparable performance of NGAL and the urinary peptide signature.
Within the ICU cohort, the urinary peptide signature’s performance was associated to diagnosis that justified
ICU admission. As expected, due to the fact that the peptides were identified in the CBP-surgery setting,
excellent performances were observed in post-operative context in the ICU patients but surprisingly also in
hemodynamic distress or sepsis. However, performances were lower after cardiac arrest, potentially because
of the high intensity of the aggression, and respiratory failure because of different mechanism involved
(kidney congestion).

Although a number of the peptides in the signature can be easily tracked back to the AKI pathophysiology
(eg Alpha-1-antitrypsin (SERPINA1), Calprotectin (S100A9), Serum amyloid A (SAA) for inflammation,

Uromodulin (UMOD), Albumin (ALB), respectively), some of the peptides including Thymosin B 4 (TMSB4X),

CD99 or Na-K-ATPase y-subunit (FXYD2), currently not known to be involved in the AKI pathophysiology,
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represent good candidates for further exploration of their role in AKI. Finally, the identified peptides also
suggest candidate targets for specific AKI treatment. As an example, increased urinary abundance of the
complement factor B (CFB) derived peptide in AKI argues in favor of alternative pathway complement
targeting, using newly developed complement inhibitors 3738,

A limit for the direct clinical application in this urgent decision-making AKI setting of the peptide signature
are the facts that specific equipment is currently necessary (capillary electrophoresis coupled to mass
spectrometry (CE-MS)) and the time needed for the analysis (currently 12 h). Future improvements on
sample preparation, avoiding the 6h long lyophilization step and reducing instrument time, should allow
bringing the analytical time-window down to a few hours, compatible with rapid decision-making necessary
in patients at risk for AKI. Alternatively, peptides could be measured otherwise using strategies including
multiplex ELISA, if the peptide abundance is correlated to the parental protein abundance. Targeted mass
spectrometry (e.g. multiple reaction monitoring) is another alternative 3. However, such strategies will need
a significant reduction of the number of peptides. We have observed that reduction of the 204-peptide
signature to 17 peptides is possible without significant performance loss in CPB-surgery cohort, but led to
significant reduction in the AKI prediction efficacy in the ICU cohort. This may be due to the fact that entire
204 peptides signature incorporates information that appears redundant considering CBP-surgery induced-
AKI but is essential in other at-risk situations encountered in the ICU. As some peptides correlates well with
clinical features (data not shown), a way to furthermore reduce signature size would be to identified a score

complementary to easily available clinical information.

In conclusion, we have identified and validated a urinary peptide signature predictive of AKl in a variety of
at-risk situations. This overarching signature, containing many peptides directly associated to the AKI
pathophysiology, has a significant promise to identify at an early stage after the insult a patient developing

AKI and thus to develop tailored treatment.
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Methods

Patients

In this study, cardiac surgery patients were prospectively recruited at the University hospital of Toulouse,
France, during two distinct time periods (March 2016 — January 2017 for the derivation cohort, and January
2019 - March 2020 for the validation cohort). All patients who underwent scheduled cardiac surgery with
cardiopulmonary bypass (CBP) were eligible. Patients aged of less than 18 years-old, who underwent non-
programmed cardiac surgery or who required chronic dialysis before surgery were excluded. A total of 1170
patients were included in the derivation (n=509) and validation (n=661) cohorts. All the patients were orally
informed of the inclusion during the anesthetic consultation performed the weeks before the surgery and
non-opposition of the patients to be included in the clinical and biological collection of the University Hospital
of Toulouse was obtained (agreement number DC-2008-463). The study was performed according to the
Declaration of Helsinki, as revised in 2004.

Patients in the external ICU validation cohort were included in the Frog-ICU cohort 30,31.

Characteristics, definitions and end-points

Pre, per and post-operative clinical data were gathered retrospectively for all patients based on hospital
records. Baseline glomerular filtration rate was estimated using the CKD-EPI formula based on standardized
creatinine measurement (IDMS) #°. Euroscore-Il was calculated as recommended #*.

Surgery was divided in coronary artery bypass alone (CAB), valvular surgery (valvuloplasty or replacement)
alone, CAB combined with valvular surgery (combined), surgery with replacement of ascending aorta with or
without CAB (aortic surgery) ; surgery that directly affect cardiac myocardial wall such as inter-atrial
communication, inter-ventricular communication, ventricular aneurism or cardiac transplantation
(myocardium).

The main endpoint, acute kidney injury (AKl), was defined according to AKI KDIGO 2012 criteria ** evaluated
during the first seven days after surgery. Briefly, AKI was defined as a significant increase in serum creatinine
(> 1.5 times baseline or > 26.5microM/0.3mg/dL increase) or a reduced urine output (< 0.5 mL/kg/h for at

least 6 hours) or Renal Replacement Therapy (RRT) requirement.
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CSA-AKI, Ng, Cleveland, AKICS and SRI scores were calculated as described *7*°. Some parameters were
approximated as followed: history of congestive heart failure was approximated as LVEF < 60%; pre-operative
capillary glucose was assimilated with diabetic status whatever treatment received; central venous pressure
was considered as the maximal pressure during the first 24 hours after surgery; low cardiac output was

defined as the requirement of vasopressive or inotropic drugs.
Peptidomic

In the CBP cohorts, urines samples were collected 2.5 to 4 hours after surgery and immediately frozen (-20°C)
before subsampling and re-frozen for long-term conservation (-80°C). In the external ICU validation cohort
(Frog-ICU), urines were collected in the first 24 hours of admission to the ICU, immediately frozen (-20°C)
before subsampling and re-frozen for long-term conservation (-80°C). Peptide extraction and CEMS

processing was performed as previously described .

NGAL and creatinine measurement

Urine samples used for peptidomic were centrifugated (2000g, 5 min, 4°c). NGAL was measured using ELISA
(Human Lipocalin-2/NGAL Duoset ELISA, R&D, DY1757) on diluted supernatant (1/10 or 1/100 for highly
concentrated samples) according to manufacturer protocol. Creatinine was measured using colorimetric
assay (QuantiChrom Creatinine Assay Kit, BioAssay Systems, DICT 500) according to manufacturer protocol.

Normalized NGAL concentration (microg/g) were used for performances evaluation.

Statistics

Statistical analyses were performed with the R (v4.0.3) software using RStudio interface. Additional packages
were used (caret, pROC, ROCR, survival, survminer, mgcv).

For clinical descriptive analysis, missing data were removed (pairwise deletion) and data were not
transformed prior to analysis. Quantitative variables were presented as mean + SD and qualitative variables
as number and percentage. Two-group comparisons were conducted using the Aspin-Welch, Chi2 or Fisher
Exact tests, as appropriate. Multivariate analysis was based on logistic regression and includes all
preoperative variables with univariate adjusted-p-values < 0.1 (events per variable > 10). Survival was

estimated using Kaplan-Meier curves with log-rank test for two-group comparison. Cox models were built to
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further explore causality. Crude hazard ratios were extracted from univariate cox model. Adjusted hazard
ratios were extracted from Cox models or multivariate logistic models using confounders as covariates. In
the CBP derivation cohort, adjustment was done using the mortality score Euroscore Il or a logistic propensity
score based on clinical variables identified as associated to in-hospital mortality using univariate adjusted
testing (Supplementary Table S4). Model qualities were verified with estimation of the C-Score and the
likelihood ratio test. Global risk proportionality hypothesis was assessed using the cox.zph function, and
when not verified, time-transformation of the considered variable was used.

For the development of the clinical score, all patients from the CBP discovery cohort were considered (n =
509). A set of 14 variables (age, gender, body-mass index, diabetes mellitus, endocarditis, hypertension,
peripheric artery obliterative disease, stroke, chronic obstructive pulmonary disease, left ventricle ejection
fraction, eGFR, kidney transplant recipient, redux, kind of surgery, CPB duration, number of packed red blood
cells) was first used, and a simple logistic regression on a reduced variable set obtained by stepwise selection
was built (caret, “glmStepAlC”, repeated cross-validation number = 10/repeats = 3, “ROC” metric). Final
model used only 6 easily available features (age, hypertension, eGFR (CKD-Epi), kidney transplant recipient,
valvular surgery and CPB duration). For clinical score validation all patients from the CBP validation cohort
except 8 with missing data (n = 653) were considered. Results were extracted as probability scores from both
cohorts and score were calculated as logit of those probabilities. Goodness of fit was verified using Hosmer-
Lemeshow test and observed-predicted plot.

For peptidomic analysis, among the 5862 peptides, only sequenced peptides with less than 70% of missing
data in at least one group were considered for analysis resulting in a set of 1255 peptides. For those peptides,
missing values were replaced by 0 before further analysis. Univariate testing between AKI and non-AKI
patients was performed using Wilcoxon signed-rank test and followed by Benjamini-Hochberg false discovery
rate adjustment. Correlations were performed according to Pearson method.

For score derivation, all patients from the CBP discovery cohort with available peptidomics data were
considered (n = 446). A set of 204 differentially abundant peptides defined as significant Benjamini-Hochberg
adjusted Wilcoxon signed-rank testing was identified in this cohort. On this peptide set, we built the main

Support Vector Machine. Results were extracted as a calibrated score based on derivation. An alternative

183



simplified model was built the same way, based on a further reduced feature set (n = 17) selected among
available variables, by univariate (t.test, wilcoxon test, spearman test) and multivariate (RF-RFE, SVM-RFE,
Shrunken centroid, Elastic Net) screening followed by genetic algorithm based selection. Score performances
in the CBP discovery cohort was estimated using leave-one-out procedure. Validation of the score validation
was then obtained in the CBP validation cohort (in patients with available peptidomic data; n = 480).
Univariate association with continuous clinical parameters were performed using Spearman correlation test.
Univariate association with clinical qualitative features was performed using Wilcoxon or Kruskal-Wallis tests,
as appropriate. Multivariate model was constructed using generalized additive model smooth multiple
regression (mgcv R package). External validation in ICU context was obtained on all patients from FROG-ICU
cohort with available AKI status and peptidomic data (n = 1569).

For combination of clinical and peptidomic scores, all patients with available clinical and peptidomic data
from validation cohort (n = 474) were considered. Clinical score was used as AKI probability extracted from
glm model. Peptides-based score was calibrated as a probability using logistic smooth regression built in the
derivation cohort. Combination was achieved by product calculation of clinical and peptidomic calibrated
probabilities. Other combination methods (addition, logistic regression based on scores/probabilities) were
tried without further improvement in prediction performances, and thus were not shown in the manuscript.
Performances of the various scores were evaluated with:

- Quantitative univariate testing according to AKI status (Aspin-Welch Test).

- Logistic univariate and multivariate generalized additive models for AKI prediction adjusted for
clinical score, eGFR or pre/peroperative clinical variables significantly associated to AKI (Table 1)
using multiple smooth regression (mgcv package).

- Area Under Receiver Operating Characteristic (AUROC) obtained using ROCR and pROC packages.
Confidence Intervals (Cl) were calculated using DeLong method. Results were presented as AUC [95%
confidence intervals]. Comparison between ROC curves were performed using either paired Delong
test or unpaired Delong test, as needed.

- Odds-ratios from univariate or multivariate logistic regression, using scores as a binary variable

according to chosen threshold. Test were conducted in all available individuals in the corresponding
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dataset. The regression was adjusted for clinical variables only for peptidomic score (Events per
variable > 10). Optimal threshold for each score were chosen using the best Youden Index (Sensibility
- (1-Specificity)) in the derivation cohort.

- Sensibility, specificity, positive predictive value and negative predictive value in each cohort.

For all analysis, adjusted p-values < 0.05 were considered as significant.
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Figure 1: Patient flow chart for the identification and validation of a predictive AKI urinary peptide

signature.

Three independent cohorts were used: a derivation CBP-surgery cohort (n=509), a validation CBP-surgery

cohort (n=661) both recruited in the Toulouse hospital but during different time-periods, and an external ICU

cohort (external ICU validation cohort, n=2087). 63 patients from derivation and 181 from validation CBP-

surgery cohorts were excluded because of missing urine samples or unproductive peptidomic pipeline. 518

patients from the external ICU validation cohort were excluded because of missing urine samples,

unproductive peptidomic pipeline or unavailable information regarding AKI. CBP, cardiac bypass surgery; ICU,

intensive care unit.
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Figure 2: AKI prediction based on clinical pre and peroperative features.

A. ROC Curves and corresponding AUROC 95% Cl of published scores for the prediction of AKI (KDIGO 1,2 or
3) in the CBP-surgery validation cohort.

B. Parameters and associated coefficients of the local clinical model defined in the derivation cohort. The
clinical score is calculated as follows: logit(p(AKI)) = Ca x Age (Years) + Ch x Hypertension (0/1) + Cg x eGFR
(mL/min.1.73m2) + Ck x Kidney Graft Recipient (0/1) + Cs x Valvular Surgery (0/1) + Cc x CPB duration (min)
+1.

C. Association of the clinical score to the development of AKI in the validation cohort (all stages, left;
according to KDIGO stages (right)). *** p < 0.001

D. ROC Curves and corresponding AUROC 95% Cl of the local clinical score compared to baseline eGFR for
the prediction of all stages AKI in the validation cohort. The AUROCs of the local clinical score and eGFR were
not significantly different (Delong test (p > 0.103)).

ROC, receiver operating characteristics curves; AUROC, Area under the receiver operating characteristics
curves; Cl, confidence interval; AKI, acute kidney injury; CBP, cardiac bypass; eGFR, estimated glomerular

filtration rate.
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Figure 3: Urinary peptidomic changes in AKI patients.

A. Sequenced peptides with significantly different abundance in AKI patients. The volcano-plot displays log10
transformed and adjusted univariate p-values in function of log2 transformed fold-changes. Sequenced
peptides with differential abundance are represented in color (more abundant: red ; less abundant : blue).
B. Sequenced peptides with significantly different abundance derived from non-collagenic proteins
according to mother protein (y position), log2FC (x position) and —logl0 adjusted p-values (color scale).
Brown dashed line represent log2FC = 0. Peptides are classed according to functional role during AKI
(inflammation, epithelium, blood component, others...).

C. Sequenced peptides with significantly different abundance derived from collagenic proteins according to
mother protein (y position), log2FC (x position) and —log10 adjusted p-values (color scale). Brown dashed line
represent log2FC = 0.

D. Evolution of collagenic and non-collagenic derived peptides according to Benjamini-Hochberg adjusted p-

value ranking. Red line corresponds to non-collagenic and blue line to collagenic proteins-derived peptides.
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Figure 4: Independent validation of the predictive value of the urinary peptide signature for early

AKI diagnosis after CBP-surgery.

A. Association of the urinary peptide-based score to the development of AKI (all stages, left; according to
KDIGO stages (right)) in the CBP-surgery validation cohort (n=480). *** p < 0.001

B. Spline plot of the association between the peptide-based score and the risk to develop AKI. An univariate
logistic generalized additive model was used. The black line indicates the estimated risk of AKI with respective
95% Cls. The spikes show the distribution of the peptidome-based scores.

C. ROC curves and corresponding AUROC 95% Cls of the peptide score, the local clinical score, the
combination of both using logistic regression, and the eGFR for the prediction of AKI (all stages) in the
validation cohort.

D. Odd-Ratios and corresponding 95% Cls in the validation cohort using a univariate logistic regression model
including eGFR, the local clinical score, the peptide-based score or a combination of the local clinical and
peptide-based scores as a qualitative value according to the selected threshold (optimal Youden Index in
derivation cohort).

ROC, receiver operating characteristics curves; AUROC, Area under the receiver operating characteristics

curves; Cl, confidence interval.

193



Peptide-based Score

True positive rate

1.0

0.8

0.6

04

0.2

0.0

—_ P - ae—
_ - 2 —
-
2, i —";— L3
e e i
4 [ ry
o
Q
2]
o -
@ ot
| © 0+ o 3
2 &
o - Y 3
3 g Ry i 5
o o - 3
[ - . 3’
= ¢ o . 2
.l L ’ »
_ L 2
. : b T T T
NoAKI  AKI 1 2 3
KDIGO

AKI within 7 days = 0.79 [0.76-0.81]
AKI Admission or <7 days = 0.79 [0.77-0.81

0.0

0.2

T T
04 0.6

False positive rate

0.8

1.0

Crude probability of AKI

True positive rate

1.0

08

0.6

04

0.2

0.0

1.0

0.8

0.6

04

0.2

0.0

7 | NoAKI

AKI

p <0.001

110} AR BUAD WA WO
T T T T T T

T
15 10 05 0.0 0.5 1.0 1.5

Peptide-based Score

Full peptide-based score = 0.79 [0.77-0.81]
Urinary NGAL = 0.78 [0.75-0.80]

T T T T T
0.2 04 0.6 0.8 1.0

False positive rate

194



Figure 5: External validation of the predictive value of urinary peptide signature for AKI diagnosis
in an intensive care unit (ICU) cohort of 1569 patients.

A. Peptides-based score according to AKI status (all stages (left part); according to KDIGO stages (right part))
in the external ICU validation cohort. *** p <0.001

B. Spline plot of the association between the peptide-based score and the risk to develop AKl in the external
ICU cohort. An univariate logistic generalized additive model was used. The black line indicates the estimated
risk of AKI with respective 95% Cls. The spikes show the distribution of the peptidome-based scores

C. ROC Curves and corresponding AUROC 95% Cls of the peptide-based score at admission (yellow), within
first seven days (red) or both (blue) for all stages AKI prediction in the external ICU validation cohort.

D. ROC Curves and corresponding AUROC 95% Cls of the full peptide-based score (blue), simplified peptide-
based score (gold) or urinary reference biomarker NGAL (green) for all stages AKI prediction in the external

ICU validation cohort.
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Parameter ok [ b L?:i{/l:rti:fe
(n =509) (n =389) (n=120)
p-value

Multivariate Odd-
Ratio (95% Cl)

Preoperative Features
Past Medical Story

Male, n (%) 381 (74.9) 295 (75.8) 86 (71.7) 0.504 -
Age (years), Mean + Sd 67.6+11.4 66.7 +12 703+9.1 0.002 1.03 [1.00-1.05]
BMI (kg/m?), Mean + Sd 26.9+4.4 26.8+4.2 275+5.1 0.237 -
Diabetes, n (%) 127 (25) 93 (23.9) 34 (28.3) 0.492 -
Endocarditis, n (%) 28 (5.5) 20(5.1) 8(6.7) 0.759 -
Hypertension, n (%) 269 (52.8) 194 (49.9) 75 (62.5) 0.033 1.55 [0.98-2.50]
PAOD, n (%) 49 (9.6) 32(8.2) 17 (14.2) 0.116 1.34[0.63-2.72]
Stroke, n (%) 33 (6.5) 25 (6.4) 8(6.7) 1.000 -
COPD, n (%) 29 (5.7) 23 (5.9) 6 (5) 0.911 -
Euroscore Il, Mean + Sd 24+26 21+2.2 34+£33 < 0.001 -
Cardiac Status
LVEF (%), Mean + Sd 559+ 11.3 56+ 11.4 55.7 +11.2 0.902 -
Renal Function
Serum Creatinine (umol/L), Mean + Sd 98.3+41.2 92.5+25.1 117.4+68.7 0.001 -
eGFR (CKD-Epi, mL/min.1.73m?), Mean + Sd 70.3+20.2 729+18.3 61.8+23.7 < 0.001 0.80 [0.71-0.91]
Kidney Graft Recipients, n (%) 7(1.4) 1(0.3) 6(5) 0.002 18.75 [2.64-385.1]
Peroperative Features

Surgery

CAB, n (%) 196 (38.5) 156 (40.1) 40 (33.3)

Valvular, n (%) 175 (34.4) 135 (34.7) 40 (33.3) 0.504 -

Combined, n (%) 71(13.9) 50 (12.9) 21(17.5)

Thoracic Aorta, n (%) 58(11.4) 41 (10.5) 17 (14.2)

Myocardium, n (%) 9(1.8) 7(1.8) 2(1.7)
Previous Cardiac Surgery, n (%) 23 (4.5) 13(3.3) 10(8.3) 0.062 1.23 [0.39-3.65]
CPB time (min), Mean + Sd 85.3+36.2 79.3+30.8 104.8+448 < 0.001 1.02 [1.01-1.03]
RBC Yes/No, n (%) 91(17.9) 56 (14.4) 35(29.2) 0.001 0.50[0.003-3.33]

Number, Mean + Sd 0.4+0.9 0.3+0.8 07+1.2 0.003 1.34 [0.61-2.93]
Vasoactive agents, n (%) 456 (89.6) 345 (88.7) 111 (92.5) 0.403 -

Postoperative Features

RBC Yes/No, n (%) 151 (29.7) 90 (23.1) 61 (50.8) < 0.001 -

Number, Mean + Sd 0.8+18 05+1.1 1.8+2.9 <0.001 -
Vasoactive agents, n (%) 277 (54.4) 194 (49.9) 83 (69.2) 0.001 -
Vasoactive agents Duration (d), Mean + Sd 12+21 09+1.3 2.2+3.6 0.001 -
Infection, n (%) 83(16.3) 44 (11.3) 39 (32.5) <0.001 -
lodinated Contrast Agents, n (%) 25 (4.9) 12 (3.1) 13 (10.8) 0.003 -
Mechanical Ventilation duration (d), Mean + 19.5+77.2 11.1+35.1 46.9+1434 0.014 -
ICU Stay (d), Mean + Sd 56+6.7 46+3.8 8.8+114 0.001 -
In Hospital Mortality, n (%) 15(2.9) 1(0.3) 14 (11.7) <0.001 -

Table 1 : Clinical Features in Derivation Cohort according to AKI status and results of univariate
and multivariate testing.

Quantitative variables are expressed as Mean * Sd and qualitative variables as n (%). Univariate p-values
were obtained by adjustment (Benjamini-Hochberg False Discovery rate) of either Aspin-Welch, Chi2 or
Fisher exact tests. Multivariate Odd-Ratios were obtained from a multivariate logistic regression model that
included all pre and peroperative variables with adjusted univariate p-values < 0.2.

Acronyms : Body Mass Index (BMI) ; Peripheral Artery Occlusive Disease (PAOD) ; Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD) ; Left Ventricule Ejection Fraction (LVEF) ; Estimated Glomerular Filtration Rate
using CKD-Epi formula (eGFR) ; CardioPulmonary Bypass (CPB) ; Red Blood Cell Transfusion (RBC) ; Intensive
Care Unit (ICU).
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Supplementary Figure S1 : Simplification of peptidomic signature.

A. ROC curves showing performances of our new peptidomic score, a previously published peptidomic score
(Metzger et al. 2010) and NGAL/Creat ratio in validation cohort.

B. List of peptides included in simplified 17 peptides signature.

C. ROC curves showing performances of clinical score, full peptidomic score (n = 204) and simplified
peptidomic score (n =17).

LMAN2 : Lectin mannose binding 2 ; MGP : Matrix gla protein.
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Supplementary Figure S2 : Comparition of NGAL and peptidomic signature according to admission
and within seven days AKI in external ICU cohort.

A. ROC curves showing performances of our new peptidomic score and NGAL for admission AKI prediction in
external ICU validation.

B. ROC curves showing performances of our new peptidomic score and NGAL for within seven days AKI

prediction in external ICU validation.
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Parameter

Male, n (%)

Age (years), Mean = Sd
BMI (kg/m?), Mean * Sd
Diabetes, n (%)
Endocarditis, n (%)
Hypertension, n (%)
PAOD, n (%)

Stroke, n (%)

COPD, n (%)

Euroscore Il, Mean + Sd

LVEF (%), Mean = Sd

Serum Creatinine (umol/L), Mean +Sd
eGFR (CKD-Epi, mL/min.1.73m?), Mean + Sd
Kidney Graft Recipients, n (%)

Surgery
CAB, n (%)
Valvular, n (%)
Combined, n (%)

Thoracic Aorta, n (%)
Myocardium, n (%)
Previous Cardiac Surgery, n (%)

CPB time (min), Mean + Sd
RBC Yes/No, n (%)

Number, Mean + Sd

Vasoactive agents, n (%)

Discovery
(n=509)

Preoperative Features
Past Medical Story
381 (74.9)
67.6+11.4
26.9+t4.4
127 (25)
28 (5.5)
269 (52.8)
49 (9.6)
33(6.5)
29 (5.7)
24126
Cardiac Status
55.9+11.3
Renal Function
98.31+41.2
70.3£20.2
7(1.4)
Peroperative Features

196 (38.5)
175 (34.4)
71(13.9)
58 (11.4)
9(1.8)
23 (4.5)
85.3+36.2
91(17.9)
0.410.9
456 (89.6)

Postoperative Features

RBC Yes/No, n (%) 151 (29.7)
Number, Mean + Sd 0.8+1.8
Vasoactive agents, n (%) 277 (54.4)
Vasoactive agents Duration (d), Mean * Sd 12+21
Infection, n (%) 83 (16.3)
lodinated Contrast Agents, n (%) 25 (4.9)
Mechanical Ventilation duration (d), Mean + 19.5+77.2
ICU Stay (d), Mean * Sd 5616.7
Outcomes
AKI KDIGO
0, n (%) 389 (76.4)
1, n (%) 78 (15.3)
2,n (%) 23(4.5)
3,n (%) 19(3.7)
In Hospital Mortality, n (%) 15(2.9)

Validation
(n=661)

501 (75.8)
66.112.4
268147
179 (27.1)
25(3.8)
399 (60.4)
59 (8.9)
57 (8.6)
97 (14.7)
2.7t43

56.1+11

88.3+30.1
77.6+20.6
6(0.9)

245 (37.1)
199 (30.1)
105 (15.9)
87(13.2)
25 (3.8)
57 (8.6)
88.5 + 36.5
59 (8.9)
0.2+0.8
627 (94.9)

155 (23.4)
0.7+19
445 (67.3)
1.6+26
112 (16.9)
7(1.1)
12.4+42.6
42+52

486 (73.5)
82 (12.4)
69 (10.4)

24 (3.6)
26 (3.9)

Adjusted
p-value

0.836
0.071
0.811
0.571
0.312
0.029
0.836
0.312
<0.001
0.150

0.844

<0.001
<0.001
0.771

0.220

0.022
0.246
<0.001
0.001
0.003

0.045
0.368
<0.001
0.004
0.858
0.001
0.122
<0.001

0.005

0.571
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Supplementary Table S1 : Clinical Features in Derivation and Validation Cohorts and results of
univariate testing.

Quantitative variables are expressed as Mean + Sd and qualitative variables as n (%). Univariate p-values
were obtained by adjustment (Benjamini-Hochberg False Discovery rate) of either Aspin-Welch, Chi2 or
Fisher exact tests.

Acronyms : Body Mass Index (BMI) ; Peripheral Artery Occlusive Disease (PAOD) ; Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD) ; Left Ventricule Ejection Fraction (LVEF) ; Estimated Glomerular Filtration Rate
using CKD-Epi formula (eGFR) ; CardioPulmonary Bypass (CPB) ; Red Blood Cell Transfusion (RBC) ; Intensive
Care Unit (ICU) ; Acute Kidney Injury stage according to KDIGO guidelines (AKI KDIGO).
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Univariate

Multivariate

Variables Adjusted-p-
p-values
values

Sex 0.202 -
Age <0.001 0.515
BMI 0.074 -
Diabetes 0.014 0.033
Endocarditis 0.058 -
Hypertension <0.001 0.168
PAOD 0.104 -
Stroke 0.125 -
COPD 0.033 0.034
LVEF 0.496 -
eGFR <0.001 <0.001
Kidney Graft Recipient 0.095 -
Surgery type < 0.001 <0.001
Previous Cardiac 0.035 0.016
Surgery
CPB time 0.006 0.007
RBC 0.006 0.062

Number 0.006 0.370

Supplementary Table S2 : Univariate and multivariate association of peptide-based score with

clinical pre and peroperative features.

Univariate adjusted p-values were obtained by False Discovery rate Benjamini Hochberg adjustment of

either spearman correlation test (quantitative variables) or wilcoxon test (qualitative variables) p values.

Multivariate p-values were obtained from a multiple linear regression thjat included all pre and
peroperative clinical variables with adjusted univariate p-values < 0.05. R-Squared 0.246.

Acronyms : Body Mass Index (BMI) ; Peripheral Artery Occlusive Disease (PAOD) ; Chronic Obstructive

Pulmonary Disease (COPD) ; Left Ventricule Ejection Fraction (LVEF) ; Estimated Glomerular Filtration Rate

using CKD-Epi formula (eGFR) ; CardioPulmonary Bypass (CPB) ; Red Blood Cell Transfusion (RBC) ; Intensive

Care Unit (ICU).
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Diagnosis AUC [95%Cl] p-value
Cardiac Arrest 0.71[0.62-
0.050
(n =140) 0.80]
Hemodynamic 0.81[0.75-
(n=193) 0.88] 0.374
Septic 0.78 [0.74-
(n=378) 0.83] 0.862
Post-Operative 0.86 [0.80-
0.024
(n=146) 0.92]
Acute Rfesplratory 0.72 [0.66-
Failure 0.79] 0.025
(n=325) '
Neurological failure 0.74[0.64-
0.408
(n =240) 0.84]
Others 0.74[0.65-
0.189
(n=154) 0.74]

Supplementary Table S3 : AUROC and 95% Cl obtained in FroglCU cohort for AKI (admission or within
seven days) prediction according to diagnosis that justified ICU admission.
P-values compare AUC associated to a specific diagnosis to AUC associated to all other ones (Delong test).

Acronyms : Intensive Care Unit (ICU).
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Propensity " Propensity
AKI Unadjusted LR i:r::::dri: Score Adjusted Unagi:(sted :;Lzst:jr?::x Score
) LR ) Adjusted Cox*
No AKI
(KDIGO0) 1 (Reference) 1 (Reference) 1 (Reference) 1 (Reference) 1 (Reference) 1 (Reference)
(K?)TIGO 16.2 [7.5-40.1] 13.8[6.3-34.5] 5.6[2.4-14.8] 8.1[3,2-20,1] 6.8[2.7-16.9] 4.2[1.6-11.4]
123) p <0.001 p <0.001 p < 0.001 p <0.001 p <0.001 p =0.001

Supplementary Table S4 : Odd-Ratios, 95 % Cl and corresponding p-values from a unadjusted, Euroscore
Il adjusted or Propensity Score adjusted logistic Regression for In hospital mortality or Cox regression for
D30 mortality in both derivation and validation cohorts.

Euroscore 2 was calculated as recommanded (ref). Propensity score was exctracted from a logistic
regression based on pre, per and post operative clinical features significantly associated to in hospital
mortality (False Discovery rate Benjamini-Hochberg adjusted Aspin-Welch, Chi2 or Fisher Exact tests, p <
0.1).

Acronyms : Acute Kidney Injury (AKI) ; Logistic Regression (LR).
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3. Discussion :

Ce papier démontre la présence de modifications du peptidome associées a la survenue précoce (avant J7)
d’une IRA définie selon les critéres AKI KDIGO, dans le contexte post-opératoire précoce (<4 heures post-
opératoire) d’une chirurgie cardiaque avec circulation extra-corporelle programmée. Les anomalies
peptidomiques sont complexes concernant des peptides issus de la dégradation de protéines impliquées
dans les différents processus associés a la physiopathologie de I'IRA (inflammation, épithélium, fibrose...)

dont certaines sont mémes déja proposés comme biomarqueurs (AAT1).

Le peptidome a pu étre utilisé pour construire une signature permettant un diagnostic précoce de la survenue
d’une IRA. Ces performances ont pu étre validées dans une cohorte indépendante et méme pour le diagnostic
précoce de IRA dans un contexte plus large de patients de réanimation (Frog-ICU), renforcant nos
conclusions. Ces performances isolées étaient au niveau des biomarqueurs les plus performants, et bien

supérieurs aux scores cliniques les plus référencés ou méme a la signature précédemment publiée.

Plus intéressant encore, les anomalies semblent porter une information complémentaire par rapport aux
données cliniques et aux biomarqueurs habituels. Cela a pu étre démontrer pour la peptidomique
notamment. Cependant on notera que l'information apportée par la clinique est incluse en grande partie

dans la signature peptidomique initiale.
Ce travail présente plusieurs limites :

e Une premiére limite correspond au recrutement des patients utilisés pour cette étude. lls ont été
sélectionnés dans un seul centre (cohorte de chirurgie cardiaque). Une validation dans un autre
contexte, mutlicentrique et binationale (FrogICU) mais toujours européenne, a été conduite avec des
résultats intéressants mais ne remplace pas une validation externe vraie dans le méme contexte pour

s’assurer de la robustesse de nos résultats.

e Une deuxiéme limite est méthodologique, en lien avec le mode de collection des urines. En effet, les
urines ne sont pas récupérées sur une miction spontanée mais dans la poche de recueil d’'une sonde
urinaire, chose susceptible de modifier les résultats autant de la peptidomique que de la
métabolomique (présence anormale de cellule, inflammation au contact de la sonde...).>*> Ce mode
de recueil pourrait compromettre la transférabilité des résultats vers des analyses sur miction
spontanée beaucoup plus fréquentes en dehors du contexte particulier des services de soins
intensifs. De plus, ces urines sont récupérées dans la poche de recueil d’une sonde urinaire apres un
séjour a l'intérieur de celle-ci de durée indéterminée, avec un volume d’air mort variable dans les
tubes. Si cela ne pose pas de réel probleme pour I'analyses des peptides dont la stabilité urinaire est
relativement bonne %%, |a métabolomique est une technique dont les résultats peuvent étre trés

fortement influencés par ce type de variations. Un autre souci correspond a l'absence de
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centrifugation pré-congélation des urines sans documentation d’une éventuelle cellularité anormale
(hématurie, leucocyturie). Ainsi lors de I'analyse, notamment métabolomique, rien ne permet
d’attester que certains composants, abondants dans les cellules (membranes ou secteur intra-
cellulaire), soit plus abondant a I’état soluble dans les urines et non simplement en lien avec la
rupture induite par la congélation d’un nombre plus important de cellules. C'est notamment le cas
pour certains métabolites comme les phospholipides membranaires ou les acyl-carnitines.
Cependant, les variations en sens opposés de certains métabolites pourtant plus abondants en intra-
cellulaire que dans les urines (acides aminés par exemples), signent que méme si notre protocole

n’est pas optimal, ce biais méthodologique n’explique pas I’'ensemble des variations constatées.

Une troisiéme limite correspond a la présence d’un biais d’observation, faisant que nos techniques,
bien que présentées comme sans a priori, sont en fait a large échelle mais avec a priori. Déja I'analyse
du spectre obtenu aprés normalisation n’est pas exhaustive. En effet ne sont extrait que les
abondances issues de certains buckets connus avec un temps de migration et un rapport m/z précis.
Tout le reste du spectre est négligé laissant peut-étre passer un grand nombre de peptides
différentiels. D’autre part, nous avons encore réduit le set de peptide en ne considérant que les
peptides séquencés négligeant la encore des biomarqueurs intéressants. De fait, ces approches avec
a priori limitent la possibilité de découverte a un repositionnement de peptides ou métabolites

connus.

Une quatrieme limite, importante mais conceptuelle, correspond a la faible compatibilité pratique
de ces techniques avec le diagnostic de I'IRA. D’'une part ces techniques ne sont pour le moment
disponibles que dans un nombre tres limité de centres et réservées pour des activités de recherche.
Sur ce point, les progres techniques, la réduction des co(ts et le développement progressifs d’outils
de routine utilisant ces techniques peuvent laisser espérer une meilleure accessibilité dans les
années a venir. D’autres part, ces approches imposent un pipeline d’analyse long (extraction,
lyophilisation, passage CE-MS, normalisation des spectres, analyse) peu compatible avec une
application dans le cadre de I'aigue a ce stade. Ainsi méme en cas de prélevement précoce, le rendu
du résultat n’est actuellement pas possible en moins de 24h, ne permettant donc plus un diagnostic
précoce. Cependant, I'obtention de signatures réduites avec des performances acceptables fait
espérer, a terme, |'utilisation de sets réduits de peptides avec d’autres techniques plus compatibles

avec la biologie de routine.

Une cinquiéme limite, commune a tous les nouveaux biomarqueurs d’IRA, correspond a I’utilisation
des criteres KDIGO comme gold standard définissant ce end-point. En effet, ils présentent de

nombreuses limites détaillées plus haut, notamment, ils ne tiennent compte seulement de
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I'altération fonctionnelle et pas des Iésions tissulaires ou encore en ils négligent complétement les

IRA infracliniques pourtant associées a des conséquences cliniques significatives.

e Enfin, une derniére limite, malgré I'utilisation des données de FrogICU pour tenter d’élargir le champ
d’application de cette signature diagnostique avec des résultats tres encourageant, son utilisation
reste cantonnée a la situation particuliere de malades de soins intensifs (incidence élevée de I'IRA,

malades sélectionnées avec des profils particuliers, profil de maladies particulier...).

Dans la suite de ce travail plusieurs perspectives sont intéressantes et sont déja en cours d’explorations.

D’autres, encore non en chantier seraient aussi intéressantes a étudier.
a. Des validations indispensables :

Afin d’obtenir une vraie validation externe des performances de ce score en contexte de chirurgie cardiaque
avec CEC, il pourrait étre intéressant de I’évaluer dans une population de patients bénéficiant d’une chirurgie
cardiaque avec CEC mais provenant de centres indépendants idéalement issus de différents pays. Ce type

d’étude est néanmoins complexe en I'absence de données peptidomiques déja disponibles.

Il serait aussi intéressant de confirmer les performances observées, dans d’autres formes d’IRA et d’autres
contextes hors soins intensifs (service d’'urgence, médecine traditionnelle). Ces situations représentent une
source de difficulté supplémentaire car moins standardisées avec notamment de multiples étiologies aux
mécanismes variés, des timings de prise en charge changeants par rapport a I'agression et des terrains tres
différents et un recueil des urines sur mictions spontanées. De plus, la prévalence de I'IRA dans ces
populations étant beaucoup plus faible, elle peut impacter fortement les performances sur certains

indicateurs.
b. Une simplification en vue d’une application pratique :

A termes ces signatures, bien que non transposables immédiatement a la clinique, ouvrent la voie au
développement d’outils diagnostiques plus simples (ELISA Multiplexé, Luminex, Aptameéres...) multi-
marqueurs basés sur le dosage de quelques peptides éventuellement combinés a des données cliniques de
routine. Pour cela, une simplification de ces signatures est nécessaire et est permis par la forte corrélation

de certains peptides entre eux et avec certaines variables cliniques.

Un travail a déja été entrepris dans ce sens mais non publié a I’heure actuelle. Via I'utilisation d’un screening
par multiples testing (Wilcoxon, Spearman, T-test, SVM-RFE, RF-RFE, Shrunken centroid, Elastic Net...), le set
de peptides différentiels séquencés entre les IRA et les non IRA a pu étre réduit a une centaine. Puis, pour le
réduire encore plus, des approches par recherche incrémentale ont été conduites dans ce set, permettant
I'identification de signatures incluant jusqu’a 3 peptides. (Figure 23a) Ces signatures offrent des

performances non significativement réduites par rapport a la signature complete (Figure 23b, AUC 0.77 a
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0.78, p >0.7). De méme, I'utilisation de signatures optimisées incluant des peptides et des variables cliniques
facilement disponibles, offrent des performances similaires malgré la réduction encore plus poussée du

nombre de peptides (n = 2). (Figure 23ab)
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Figure 23 : Signatures peptidiques réduites (a) et leurs performances dans la cohorte de validation (b).

De telles approches, potentiellement basées a termes sur des techniques simples, ouvrent des perspectives

d’utilisation en pratique courante bien plus réalistes que les stratégies non ciblées dans cette indication.

c. Apport des autres techniques Omics et modeéles multiomics :

Enfin, des analyses métabolomiques (spectrométrie H1-RMN, LC-MS via le kit Absolute IDQ p180) ont été

conduites sur un échantillon cas-témoin extrait de la cohorte de découverte (n = 157).

Elles ont permis d’identifier un ensemble de métabolites différentiellement présents dans les urines de ces
patients. (Figure 24a) Ces anomalies métabolomiques, biaisées par I'utilisation d’une approche large échelle
mais ciblée, portent sur des familles moléculaires variées dont certaines sont cohérentes avec les
mécanismes physiopathologiques impliqués dans I'IRA (augmentation des concentrations de phospholipides
membranaires en lien avec la présence de débris cellulaires ou un relargage depuis les membranes, une
augmentation des acyl-carnitine a chaines intermédiaires ou longue et une réduction des chaines courtes
témoignant d’un probable blocage de la B-oxydation, augmentation de la kynurénine urinaire en lien avec le

blocage de la biosynthése de novo du tryptophane...). (Figure 24bc) Les anomalies métaboliques identifiées
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ont pu étre partiellement vérifiées (phospholipides) dans un échantillon aléatoire (n = 50, avec stratifié sur

I'IRA) issu de{la cohorte de validatior|. (Figure 24d) La vérification des autres anomalies est encore en cours

(acides aminés et dérivés ; acyl-carnitines).

514643645 ‘ont pu étre utilisées pour I’élaboration d’une

Ces anomalies, rappelant certaines anomalies décrites
signature. (Figure 24ef) Ce score préliminaire présente une limite majeure : I’'absence de validation de ses
performances sur une cohorte indépendante exposant a une tres probable surestimation des performances
par overfitting. En effet, 'analyse par LC-MS n’a pas pu étre reproduite dans I"échantillon de la cohorte de
validation indépendante pour des raisons de co(t. Une simple reproduction partielle des résultats a été
obtenue mais par une technique ciblée différente, ne permettant pas I'utilisation du modele en I'état. De
fait, les performances de la signature métabolomique ont d{ étre évaluées sur la cohorte de découverte a
I'aide d’'une approche par validation croisée répétée. Méme si ce type d’approche permet dans une certaine
mesure de limiter la part de surestimation associée a la construction du modele, elle ne la prévient pas

complétement, notamment car la boucle de validation croisée n’a pas inclus la sélection des variables. De

fait, la participation d’une surestimation, d’ampleur difficilement estimable, est certaine.
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Figure 24 : Anomalies métabolomiques urinaires associées a la survenue d’une IRA. a. Volcanoplot
représentant les métabolites urinaires différentiels chez les patients IRA (vs les non IRA) d’apres les résultats
d’un testing univarié. b. Variations des métabolites chez les patients IRA (vs les non IRA) en fonction des
familles auxquelles ils appartiennent. c. Variations d’abondance chez les patients IRA (vs les non IRA) des
acylcarnitines en fonction de la longueur de la chaine d’acide gras associée. d. Validation des anomalies
observées sur les principales especes de phospholipides (phosphatidylcholines et sphyngomyélines) dans un

échantillon aléatoire issues de la cohorte de validation indépendante. Normalisation effectuée sur la
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créatininurie. e. Signatures métabolomiques identifiées permettant la discrimination optimale des patients

IRA et non IRA. f. Performances de ces signatures évaluées par 100x cross-validation.

D’autres analyses métabolomiques ont été conduites utilisant la Hi-RMN spectrometrie, avec des résultats
moins concluants (Données non montrées). En effet, outre une augmentation de certains métabolites apres
chirurgie avec CEC, peu sont associés a la survenue d’une IRA de maniere significative a I'exception de I'acide

hippurique et de quelques buckets en cours d’identification.

Outre les nécessaires validations, des analyses sont en cours pour évaluer les possibilités d’'une combinaison
par bloc des différentes données disponibles (peptidomique, métabolomique, clinique) pour voir si cela

permet d’augmenter les performances via ce modéle multimodal.>%2,

Cette partie du projet devrait faire I'objet d’'une publication distincte en cas de validation des résultats

obtenus.

d. Explorations réellement sans a priori :

Un probleme correspond au fait qu’en I'état actuel des choses, ces analyses omics sont en réalité des

approches avec a priori limitant les possibilités de découverte.

Pour la peptidomique, des perspectives d’amélioration sont possibles dans le sens d’une approche moins
biaisée. La premiére méthode correspond a I'utilisation de I'ensemble du jeu de données et non pas restreint
aux peptides séquencés. Ainsi la conservation de ces peptides non séquencés permet de mettre en évidence
328 peptides (et non 204) différentiels. Néanmoins I'exploitation de ces résultats au-dela du cadre
mathématique est complexe, avec la nécessité d’identifier les peptides et de les séquencer. Cependant ce
type d’approche reste limité car il ne permet la quantification que des peptides dont les coordonnés dans le
spectre (t,m/z) sont connus. Pour aller encore plus loin dans le « sans a priori », une approche par analyse
globale du spectre serait intéressante. Vu la masse de donnée présentes, elle ne peut pas reposer sur une
méthodologie statistique traditionnelle. De nouvelles approches, inspirées de la génomique, émergent a
I'image des procédures de « peak calling ». Elles permettent d’identifier réellement sans a priori des
différences intergroupes au sein du spectre obtenu. Néanmoins ces approches posent d’autres probleme

notamment pour la confirmation et I'identification du peptide a I’origine de ce signal.

Sur le plan de la métabolomique, pour contourner cette limite, nous avons réalisé une analyse
métabolomique urinaire sans a priori par Hi-RMN-spectrométrie sur le méme échantillons case/control issus
de AKIOmics 1. Les aires des buckets obtenues par binning haute résolution des spectres normalisés (TSP,
propensity quotient) ont ensuite été analysées sans a priori par analyse univariées et multivariées multiples

(Wilcoxon ajusté, T-Test ajusté, Spearman ajusté, RF-RFE, SVM-RFE, Shrunken centroid, Elastic Net...).
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Malheureusement, seulement un faible nombre de buckets différentiels ont été sélectionnés sur cette base,
correspondant presque tous a un méme métabolite (acide hippurique). Cette approche certes, sans a priori
dans son acquisition se heurte a son manque de sensibilité et aux difficultés d’identification des buckets
différentiels ne permettant que d’identifier un nombre tres restreint de métabolites dont la signature RMN

est connue.

e. Vers une nouvelle classification de I'IRA :

Une autre perspective intéressante, commune a la plupart des modeles multi-marqueurs, serait I'utilisation
des données obtenues dans une perspective descriptive avec a termes I'idée de redéfinir I'lRA.5°%2 En effet,
celle-ci ne serait plus définit de maniere unidimensionnelle en fonction de I'altération fonctionnelle comme
actuellement, mais plutét comme une entité multi-parametrique avec plusieurs composantes : I'altération
fonctionnelle, I'inflammation intra-rénale, les Iésions ou le stress épithélial. Cette classification plus fine du
retentissement tissulaire de I'IRA, éventuellement enrichie par les caractéristiques de I'agression et des
données sur le terrain, permettrait de définir de nouveaux groupes homogeénes de patients °. Ces sous-
groupes pourraient étre ciblées par des traitements différents en fonction des anomalies prédominantes

pour s’adapter au profil particulier de chaque individu.

Pour aboutir a la constitution de ces modéles multi-marqueurs, les outils « omics » éventuellement combinés
entre-eux et avec les données cliniques font de solides candidats car ils contiennent intrinséquement cette
complexité. Des tentatives préliminaires ont été faites, suivant deux méthodologies, sur la base des données

peptidomiques seules, avec des résultats décevants mais qui méritent d’étre poussées plus loin.

Une premiere méthode utilisée a reposé sur une approche sans a priori sur I'ensemble du peptidome
analysable. Malheureusement, aussi bien par visualisation simple des résultats issus de différents types de
réductions dimensionnelles, que par du clustering non supervisé, cette approche n’a pu identifier des

groupes distincts de patients, I'ensemble correspondant a un continuum. (Données non montrées)

Une autre méthode a consisté en la sélection de quelques variables reflétant différentes composantes
impliquées dans la physiopathologie de I'IRA et permettant la distinction entre les groupes (1 composante
inflammatoire, 1 composante épithéliale, 1 composante fibrose, altération fonctionnelle...). La localisation
des individus dans ce nouveau repére pourrait permettre de mieux préciser I'atteinte et ses mécanismes
permettant de cibler les traitements sur les anomalies. Dans ce modele il serait également simple de rajouter
des données cliniques (terrain, durée CEC) pour les combiner avec ces données
peptidomiques/métabolomiques. Au sein de ce nouveau repére, le découpage de groupe homogeéne n’est |a

encore pas évident avec un continuum. (Données non montrées)
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Dans ces deux méthodes, un forcage de segmentation peut étre effectué mais sa pertinence clinique est
difficilement justifiable a ce stade, d’autant plus que les clusters identifiables ne sont pas associés a la
présence d’une altération fonctionnelle. Un passage par un modele animal pour constater la corrélation
entre la position dans ce nouveau repére et les dégats tissulaires voire leur réversibilité sous tel ou tel

traitement sera nécessaire avant d’aller plus loin dans cette voie.

f. Intégration temporelle et concept de trajectoires :

Une autre perspective intéressante sera d’introduire une dimension temporelle a ces différentes approches.
La bio-banque contenant des échantillons provenant de chaque patient a plusieurs temps(H0-H4-H24), cela
permettra, plus que de chercher des anomalies ponctuelles, d’identifier des variations caractéristiques d’une

évolution donnée avec des performances attendues supérieures.

g. Vers une médecine prédictive :

Une autre part de mon travail, non encore publiée, a porté sur I'utilisation de ces mémes outils, notamment
la peptidomique, non pas pour le diagnostic précoce de I'IRA post-agression, mais pour la prédiction
préopératoire de I'IRA chez ces mémes patients. Pour cela nous avons pu analyser le peptidome urinaire de
ces mémes patients, mais sur des prélevements pré-opératoires. Ainsi nous avons identifié 331 peptides
différentiellement abondants en préopératoire chez les patients AKI (86 peptides plus abondants et 245
moins abondants) issus de 57 protéines différentes (32 non collagéniques, 25 collagénes). (Figure 25abc)
Certains de ces protéines sont connues associées a des facteurs prédisposants impliqués dans la

physiopathologie de I'IRA (inflammation, fibrose, souffrance tubulaire...). (Figure 25bc)

Leur combinaison en un score, basé sur un modele Random Forest (ou d’autres modeles : SVM, XgBoost,
Neural Net, Elastic Net), permet la prédiction d’une IRA avec de bonnes performances dans un échantillon
de validation (splitted validation). (Figure 25de) Le set de peptide utilisé peut, la encore, étre
considérablement réduit sans perte de performance majeure (Données non montrées). Des analyses

complémentaires de validation sont en cours.

Bien que non aboutit a ce stade, cette application est probablement la plus prometteuse car plus facilement
transférable a la pratique clinique, avec une chronologie permettant la mise en ceuvre de la CE-MS. A termes,
ce type d’outil probablement simplifié, a 'image de ce qui a pu &tre décrit pour la molécule DKK3 6%, pourrait
étre utilisé pour mieux évaluer le risque préopératoire d’'IRA permettant d’aider a la décision opératoire,
d’adapter la prise en charge de I’AKI voire d’identifier des patients a tres haut risque pour les inclure dans

des protocoles expérimentaux visant a prévenir ce type d’IRA.
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Concernant I'apport de la métabolomique dans ce contexte, les mémes approches ont été menées par
approches métabolomiques non ciblées (H;-RMN-Spectrométrie) mais sans parvenir a identifier de
différence pertinente signant que les modifications du métabolisme détectables sont principalement

postérieures a I'agression (Données non montrées).

Ces approches prédictives préopératoires pourront étre combinées aux données cliniques (pré ou per-
opératoires) ou a d’autres marqueurs (pré ou postopératoires précoces) pour encore tenter d’optimiser les

performances.
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Figure 25 : Utilisation de la peptidomique urinaire préopératoire pour la prédiction de la survenue d’une
IRA post chirurgie cardiaque. a. Volcanoplot représentant les peptides différentiellement abondant dans les
urines pré-opératoires des patients IRA (comparativement aux patients non IRA). bc. Dotplot représentant
les Fondchange et les pvalues des peptides différentiellement abondants en fonction de leur protéine
d’origine. Les peptides non collagéniques (b) et collagénique (c) ont été séparés. d. Représentation du score
peptidomique obtenu en fonction de la présence ou non d’une AKI et de son stade KDIGO dans la cohorte de
validation (splitted validation). e. Courbes ROC représentant les perfomances du score peptidomique
(comparativement au DFG préopératoire seul et a un score clinique préopératoire optimisé) dans la cohorte

de validation (splitted valdiation).

h. Un pas vers la thérapeutique :

Enfin, ces approches pourraient également déboucher sur des applications plus concretes en recherche
thérapeutiques. Ainsi I'identification de signatures métabolomiques ou peptidomiques associées a I'IRA
pourrait permettre de guider le développement de thérapeutiques adaptées. Ainsi il est possible de
sélectionner des molécules candidates via I'identification de médicaments induisant une signature inverse
ou capables de reverser la signature 54648 Ce type d’approche nécessite le développement préalable de
modeles animaux ou in vitro humanisés, qui pourront servir au screening de ces molécules. Cette
perspective correspondait a I'objectif initial de notre étude sur le nicotinamide préalablement détaillée. De

nouvelles tentatives seront effectués dans les années a venir.
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Conclusion générale

L'IRA est un syndrome clinique fréquent et grave représentant un véritable probléme de santé
publique.

La physiopathologie de ce syndrome reste mal comprise mais accorde un réle prépondérant a la
dysfonction épithéliale notamment du point de vue de son métabolisme énergétique.

Le diagnostic de ce syndrome est également difficile et imparfait (tardif, critéres fonctionnels
seulement) en pratique.

Nous avons tout d’abord démontré le réle du facteur de transcription HNF-1B dans la régulation du
métabolisme cellulaire. Cette nouvelle fonction le place potentiellement comme un régulateur
essentiel de la réponse épithéliale a I’agression et la réparation tissulaire en plus d’apporter une
explication a une partie du phénotype des patients porteurs de mutations de son gene.

Nous avons également confirmé dans une importante cohorte de patients bénéficiant d’une
chirurgie cardiaque avec CEC, I'association entre la survenue d’une IRA et la présence de stigmates
urinaires d’une dysfonction de la biosynthése de novo du NAD a partir du tryptophane, un
cofacteur métabolique essentiel. Néanmoins la supplémentation en un précurseur alternatif (le
nicotinamide) n’a pas permis entre nos mains d’amélioration dans un modeéle murin d’IRA par IRI.
Enfin, nous avons démontré que les patients allant développer une IRA apreés chirurgie cardiaque
avec CEC, présentent des anomalies précoces (H4) de leur métabolome et peptidome urinaire,
cohérentes avec certains aspects connus de la physiopathologie de cette affection. Ces anomalies
peuvent étre utilisées pour en faire le diagnostic avec de bonne performances. Des travaux sont en
cours pour le développement d’outils soit combinant différentes approches, soit rajoutant une
dimension temporelle ou encore permettant la prédiction du risque d’IRA avant méme la survenue

d’une agression.
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