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1 – Système Rénine-Angiotensine-Aldostérone 
 

Le système Rénine-Angiotensine-Aldostérone (SRAA) est un système hormonal en 

cascade qui joue un rôle central dans la régulation du volume extracellulaire, de la perfusion 

tissulaire, de l’homéostasie hydrosodée et de la pression artérielle. Il fonctionne comme un axe 

endocrinien dans lequel l’hormone active, l’angiotensine II (AngII) est formée dans l’espace 

extracellulaire par une séquence de clivages protéolytiques de ses précurseurs (Figure 1). Ce 

système a été mis en évidence il y a plus d’un siècle mais les dernières décennies ont permis de 

mettre en évidence son rôle important dans la mise en place des pathologies cardiovasculaires 

(CV) et rénales [1]. 

 

1.1 Cascade catalytique  
 
Le premier élément de la cascade catalytique du SRAA est la rénine. Cette enzyme est 

synthétisée et sécrétée principalement par les cellules de l’appareil juxtaglomérulaire rénal en 

réponse à une diminution de la perfusion rénale ou de la concentration de sodium circulant. La 

rénine catalyse l’hydrolyse de l’angiotensinogène, d’origine hépatique, en un décapeptide : 

l’angiotensine I (Figure 1). Cette dernière est ensuite clivée à son tour en un octapeptide, 

l’AngII, par l’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA) produite principalement par 

l’épithélium pulmonaire (Figure 1). L’AngII ainsi libérée va pouvoir jouer de multiples rôles 

[1]. 

 

1.2 Angiotensine II 
 

L’AngII est un hypertenseur puissant. Cet effet passe par une forte activité 

vasoconstrictrice ainsi que par une activation du système sympathique entraînant la libération 

de noradrénaline (Figure 1). De plus, l’AngII est capable d’induire la réabsorption rénale de 

sodium en agissant directement sur son transport au niveau du tubule rénal, et de manière 
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indirecte, via l’induction de la synthèse d’aldostérone par le cortex surrénalien (cf. chapitre 1.3) 

[1].   

Au-delà de son rôle dans la régulation de la pression artérielle, il a été montré que 

l’AngII était impliquée dans plusieurs mécanismes physiopathologiques tels que 

l’inflammation, la fibrose et le stress oxydant et participait à la lésion des organes [2].  

Etant donnés les effets majeurs de l’AngII sur la pression artérielle et son implication 

dans les lésions tissulaires, des antagonistes de son récepteur principale, le récepteur à l’AngII 

de type 1 (AT1R) ainsi que des antagonistes de l’ECA ont été développés et sont aujourd’hui 

utilisés en clinique chez les patients souffrant de pathologies CV et rénales [1]. 

 
Figure 1 – Système Rénine-Angiotensine-Aldostérone 

ECA : Enzyme de Conversion de l’Angiotensine 

 

1.3 Aldostérone 
 

1.3.1 Synthèse de l’aldostérone 

L’aldostérone (Aldo) est une hormone stéroïdienne de la classe des minéralocorticoïdes. 

Elle est synthétisée à partir du cholestérol et sécrétée principalement au niveau de la zone 
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corticale des glandes surrénales en réponse à une stimulation par l’AngII, par 

l’adrénocorticotrophine (ACTH) ou par une augmentation de la concentration plasmatique de 

potassium. Ces différents stimuli induisent une activation de l’expression du gène CYP11B2, 

qui code pour l’aldostérone synthase, conduisant donc à une augmentation de la production 

d’Aldo [3]. 

Une production extra-surrénalienne d’Aldo a également été décrite, notamment dans le 

système nerveux central [4] et dans le système CV [5].  

 

1.3.2 Mécanismes d’action de l’aldostérone 

Deux mécanismes d’action de l’Aldo ont été décrits : des effets génomiques et des effets 

non génomiques. Le mode d’action de l’Aldo le plus classiquement décrit est un effet 

génomique qui passe par l’activation de son récepteur, le récepteur minéralocorticoïde, ou MR 

(pour Mineralocorticoid Receptor), au niveau du néphron distal du rein (cf. chapitre 2.4). Les 

effets génomiques sont visibles avec un certain délai après l’activation du MR, ce qui 

correspond au temps nécessaire à la transcription, à la traduction et aux éventuelles 

modifications post-traductionnelles des protéines synthétisées. Certains effets de l’Aldo sur le 

pH et le calcium intracellulaire ont cependant été décrits sur des temps trop courts (quelques 

minutes) pour être attribués aux mécanismes classiques d’activation génomique du MR [6, 7]. 

De plus, ces effets non génomiques de l’Aldo sont insensibles à l’actinomycine D (inhibiteur 

de la transcription) et au cycloheximide (inhibiteur de la traduction) ce qui souligne bien le fait 

qu’ils ne passent pas par la production de nouvelles protéines [8].  

Le travail de thèse présenté ici s’intéresse à l’étude d’une protéine cible du MR, la 

Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL), qui est donc produite via une activation 

génomique classique du MR. 
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2 – Récepteur Minéralocorticoïde 
 

2.1 Structure du récepteur minéralocorticoïde 
 

Le récepteur minéralocorticoïde, est un facteur de transcription de la famille des 

récepteurs nucléaires stéroïdiens. Il est codé par le gène NR3C2, situé sur le chromosome 4 

chez l’homme et 8 chez la souris. Il est composé de 10 exons, séparés les uns des autres par 8 

introns, pour une longueur totale de 450 kb (Figure 2). Les deux premiers exons (1α et 1β) sont 

non codants et les huit suivants codent pour une protéine d’environ 100 kDa, composée de 984 

acides aminés chez l’Homme et de 978 chez la souris. Cette protéine possède une structure 

tridimensionnelle typique des récepteurs nucléaires, avec 3 régions fonctionnelles majeures 

(Figure 2) [9] : 

- Une région N-terminale (RNT) présentant des domaines de régulation de l’activité 

transcriptionnelle du MR. 

- Un domaine central de liaison à l’ADN (DLA) en doigts de zinc, capable de se lier aux 

éléments de réponse aux hormones (HRE pour Hormone Response Element) présents 

dans les promoteurs des gènes cibles du MR. 

- Un domaine de liaison au ligand (DLL) en position C-terminal. 

Ces différents domaines vont permettre au MR de se lier à son ligand, aux promoteurs 

de ses gènes cibles et à ses co-régulateurs d’activité, afin qu’il puisse jouer son rôle de facteur 

de transcription [9].  
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Figure 2 – Structure du récepteur minéralocorticoïde humain 

RNT : Région N-Terminale, DLA : Domaine de Liaison à l’ADN, DLL : Domaine de Liaison au 
Ligand. Adapté de Viengchareun et al. [9] 

 

2.2 Ligands endogènes du MR 
 

2.2.1 Hormones minéralocorticoïdes et glucocorticoïdes 

Le ligand historiquement décrit du MR est l’hormone minéralocorticoïde Aldo. 

Cependant, il a été montré que les hormones glucocorticoïdes (cortisol chez l’Homme et 

corticostérone chez le rongeur) étaient également capables de se lier au MR et que leur affinité 

avec le MR était similaire à celle de l’Aldo. A l’instar de l’Aldo, ces hormones sont synthétisées 

par le cortex surrénalien à partir du cholestérol et sont régulées avec le cycle circadien (pic 

maximal de sécrétion avant le réveil et minimal le soir avant le coucher). Cependant, leur 

concentration plasmatique est de 100 à 1000 fois supérieure à celle de l’Aldo. De ce fait, le MR 

devrait être saturé par les glucocorticoïdes en permanence, rendant sa régulation par l’Aldo 

impossible. Des mécanismes de sélectivité minéralocorticoïde existent donc et permettent à 

l’Aldo de jouer son rôle [10].  

 

2.2.2 Sélectivité enzymatique 

L’activation du MR par l’Aldo est rendue possible grâce à l’action de l’enzyme 11 b-

hydroxystéroïde déshydrogénase de type 2 (11b-HSD2). Cette enzyme est exprimée par les 
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cellules cibles de l’Aldo et est capable de transformer le cortisol (ou corticostérone chez les 

rongeurs) en cortisone (ou 11-dehydrocorticosterone), un métabolite de faible affinité pour le 

MR. Cette enzyme va donc entraîner une absence de compétition locale entre les ligands qui va 

permettre à l’Aldo d’activer le MR, malgré la concentration beaucoup plus importante de 

glucocorticoïdes circulant [10].  

L’expression de la 11b-HSD2 n’est cependant pas ubiquitaire, et certains tissus 

exprimant le MR n’expriment pas cette enzyme. Cela soulève donc la question du ligand du 

MR dans ces tissus. Pour essayer d’y répondre, des travaux de notre laboratoire ont, par 

exemple, montré une régulation différentielle de certains gènes en fonction du ligand (Aldo ou 

corticostérone) activant le MR dans le cœur de souris, malgré l’expression faible de 11b-HSD2 

dans ce tissu [11]. Ceci suggère donc que d’autres mécanismes de sélectivité minéralocorticoïde 

existent.  

 

2.2.3 Autres mécanismes de sélectivité minéralocorticoïde 

Même si l’activité de la 11b-HSD2 est reconnue comme le mécanisme de sélectivité 

minéralocorticoïde prépondérant, certaines études ont permis de mettre en évidence d’autres 

mécanismes de sélectivité. Il a, par exemple, été décrit que la conformation et la translocation 

nucléaire du MR varient selon le ligand [12]. De plus, la stabilité du complexe Aldo/MR serait 

plus importante que celle du complexe cortisol/MR [13] et son activité de transactivation serait 

supérieure [10]. Enfin, il a été suggéré que les processus de dimérisation du MR pourraient 

également représenter une source de sélectivité minéralocorticoïde [14].  

  

2.2.4 Autres mécanismes d’activation du MR 

Plus récemment, il a également été montré que la protéine Rac1 (Ras-related C3 

botulinum toxin substrate 1) était capable de potentialiser l’activité du MR, contribuant ainsi à 
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une activation du MR indépendante du ligand dans des modèles animaux de lésions cardiaques 

et rénales [15]. Des modifications post-traductionnelles du MR (phosphorylation, symoylation), 

comme celles observées pour les récepteurs aux glucocorticoïdes ou aux œstrogènes, sont 

également envisagées comme de possibles voies de régulation du MR [16]. De plus, un niveau 

de complexité supplémentaire est apporté par des « cross-talks » entre le MR et d’autres 

récepteurs cellulaires, tel que le récepteur de l’AngII AT1R [17–20].  

Ces données indiquent que l’activation du MR ne nécessite pas forcément 

d’augmentation du niveau d’Aldo circulante, ce qui pourrait donc expliquer les effets 

bénéfiques des antagonistes du MR (cf. chapitre 2.5.1) observés dans des situations 

pathologiques dans lesquelles les niveaux d’Aldo ne sont pas augmentés. 

 

2.3 Mode d’action du MR 
 

Le MR, à l’instar des autres récepteurs stéroïdiens, est présent dans le cytoplasme des 

cellules où il est lié à des protéines chaperonnes, telle que l’Hsp90 (Heat Shock Protein 90), qui 

le maintiennent inactif et dans une conformation réceptive pour ses ligands. Les ligands du MR, 

et l’Aldo en particulier, diffusent librement à travers la membrane plasmique des cellules et 

vont se lier au domaine de liaison du ligand du MR et entraîner une modification de sa 

conformation. Celle-ci va induire la libération du MR de ses protéines chaperonnes et sa 

translocation dans le noyau (Figure 3). Une fois nucléaire, le MR va alors pouvoir se fixer sur 

des séquences spécifiques de l’ADN (régions HRE) et ainsi recruter différents corégulateurs 

transcriptionnels afin de mettre en place la machinerie de transcription (MT) des gènes cibles 

(Figure 3). Ces corégulateurs peuvent être des coactivateurs, aidant à la décompaction de la 

chromatine et à la transcription des gènes, ou des corépresseurs qui vont à l’inverse induire une 

compaction de la chromatine et une inhibition de la transcription [9].  
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Des études récentes ont par ailleurs montré que la localisation cytoplasmique ou 

nucléaire du MR pouvait être modulée par le niveau d’expression ou d’activité de sa protéine 

chaperonne Hsp90. En effet, un niveau d’expression bas de la Hsp90 [21] ou une diminution 

de son activité [22] induisent une localisation nucléaire du MR, même en absence de ligand, 

sans toutefois modifier son activité.  

 

2.4 Rôle physiologique classique du MR 
 

Le MR est connu depuis longtemps pour son rôle important dans la régulation de 

l’homéostasie hydrosodée au niveau de l’épithélium rénal. Comme décrit précédemment, une 

activation du SRAA aboutit in fine à une augmentation de la concentration d’Aldo circulante. 

Au niveau du tube contourné distal du néphron, où est exprimée l’enzyme de sélectivité 

minéralocorticoïde 11-βHSD2, cette augmentation d’Aldo va entraîner une activation du MR 

et son internalisation dans le noyau. Le MR va alors se lier aux domaines HRE de l’ADN et 

induire l’expression de certains gènes importants pour la régulation de l’homéostasie 

hydrosodée (Figure 3) [9].  

Une des cibles génomiques du MR dans le néphron distal est le canal sodium épithélial 

ENaC (Epithelial Na Channel). Il est constitué de trois sous-unités (a, b et g) qui s’assemblent 

pour donner un canal fonctionnel. Il est alors adressé à la membrane apicale des cellules 

épithéliales et permet la réabsorption du sodium urinaire vers l’intérieur des cellules (Figure 3) 

[9]. La régulation d’ENaC par le MR et son rôle dans la réabsorption du sodium ont également 

été mis en évidence dans d’autres épithélia, tels que l’épithélium digestif [23], l’épithélium de 

la peau [23] et plus récemment dans l’endothélium [24, 25]. 

Une autre cible du MR dans le néphron distal est la pompe ionique sodium/potassium 

Na+/K+ ATPase. A l’inverse du canal ENaC, cette pompe est adressée à la membrane 

basolatérale des cellules épithéliales du néphron distal et permet le passage du sodium 
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intracellulaire vers le compartiment sanguin (Figure 3). Cette sortie de sodium est active et 

utilise la dégradation de l’ATP comme source d’énergie. De plus, comme son nom l’indique, 

cette pompe est un échangeur sodium/potassium qui permet la sortie de sodium en échange 

d’une entrée de potassium à l’intérieur des cellules, avec un rapport de 3 Na+ contre 2 K+. Le 

potassium ainsi échangé sera ensuite excrété dans les urines via des canaux apicaux (Figure 3) 

[26].    

La protéine SGK1 (Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1) est également une 

cible génomique du MR. Cette protéine est induite très rapidement par l’activation du MR par 

l’Aldo et possède une activité sérine kinase qui permet de prévenir l’internalisation du canal 

ENaC et ainsi de maintenir son activité membranaire (Figure 3) [9].  

Ces différentes cibles du MR dans le néphron distal permettent la réabsorption du 

sodium depuis l’urine vers le compartiment sanguin. La régulation génomique de ces protéines 

par le MR permet donc le contrôle fin de l’homéostasie sodée de l’organisme. De plus, en raison 

de la pression osmotique créée par ces transports ioniques, le flux de sodium est accompagné 

par un flux d’eau (Figure 3). Ces mouvements d’eau vont entraîner des modifications de la 

volémie et donc de la pression artérielle systémique. Ainsi, l’activation du MR par l’Aldo au 

niveau du néphron distal induit une réabsorption de sodium et d’eau qui entraîne une 

augmentation de la volémie et de la pression artérielle [27]. 
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Figure 3 – Rôle classique du MR dans le transport ionique au niveau du néphron distal 

ENaC : Epithelial Na+ Canal, MT : Machinerie Transcriptionnelle, HRE : Hormone Response 
Element, SGK1 : Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1.  

 

2.5 Implications physiopathologiques du MR 
 

Le rôle du complexe Aldo/MR dans le contrôle de la réabsorption ionique rénale, de la 

volémie et de la pression artérielle est connu depuis longtemps. Cependant, il est maintenant 

clairement établi que l’expression du MR ne se limite pas aux épithélia. De plus, un nombre 

croissant de données cliniques et expérimentales mettent en évidence l’implication du MR dans 

la progression de diverses pathologies touchant des tissus aussi variés que le cœur [28], les 

vaisseaux [29], le rein [30], le tissu adipeux [31], l’œil [32], ou même la peau [33]. Le travail 

de thèse présenté ici s’intéresse essentiellement aux effets cardiovasculaires et rénaux de 
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l’activation du MR. L’implication physiopathologique du MR dans les autres tissus ne sera 

donc pas développée.  

 

2.5.1 Antagonistes pharmacologiques du MR  

Une grande partie des études ayant permis de mettre en évidence l’implication 

physiopathologique du MR dans les maladies CV et rénales se base sur l’utilisation 

d’antagonistes pharmacologiques du MR. En effet, l’utilisation de ces antagonistes présente des 

effets bénéfiques en clinique humaine ainsi que des effets protecteurs dans de nombreux 

modèles de pathologies chez l’animal.  

Il existe actuellement deux antagonistes pharmacologiques du MR utilisés en clinique : 

la spironolactone et l’éplérénone. Ces deux agents présentent les mêmes avantages 

thérapeutiques de blocage du MR mais des caractéristiques pharmacologiques différentes.  

La spironolactone est un antagoniste de première génération qui est utilisé en clinique 

depuis plusieurs décennies. L’étude RALES a permis de mettre en évidence les effets 

bénéfiques de l’ajout de spironolactone au traitement standard (inhibiteur de l’ACE et 

diurétique furosémide) chez des patients souffrant d’insuffisance cardiaque (IC) sévère, avec 

une réduction de la mortalité et de la morbidité [34]. Du point de vue pharmacologique, la 

spironolactone présente un effet antagoniste du MR très puissant mais une spécificité pour le 

MR assez faible. De ce fait, elle va également se lier à d’autres récepteurs stéroïdiens telles que 

les récepteurs aux androgènes et à la progestérone et entraîner l’apparition d’effets secondaires 

de type endocriniens (gynécomastie, impuissance, etc.) [35]. 

L’éplérénone est un antagoniste du MR de seconde génération. Elle possède une 

sélectivité pour le MR plus importante que celle de la spironolactone, ce qui limite donc les 

effets secondaires indésirables. Cependant, elle présente une affinité pour le MR et donc une 

efficacité inférieure à celle de la spironolactone (environ 40x moins) et nécessite d’être utilisée 



	 20	

à plus forte dose pour obtenir les mêmes effets [35]. Les bénéfices cliniques de l’éplérénone 

sur la mortalité et la morbidité ont été mis en évidence dans les études EPHESUS, chez des 

patients souffrant d’IC après un infarctus du myocarde (IM) [36], et EMPHASIS, chez des 

patients souffrant d’IC modérée [37]., 

 

Comme décrit précédemment, l’activation du MR au niveau du néphron distal du rein 

induit la réabsorption du Na+ urinaire mais également l’excrétion du K+ dans les urines (via 

l’action de la pompe Na+/K+ ATPase notamment). L’utilisation des antagonistes du MR en 

clinique peut donc entraîner une augmentation de la concentration plasmatique de K+ 

(kaliémie), effet secondaire potentiellement dangereux pouvant conduire à des arythmies 

cardiaques, surtout chez les patients dont la fonction rénale est altérée. L’utilisation de ces 

antagonistes nécessite donc une sélection des patients ainsi qu’un suivi de leur kaliémie et de 

leur fonction rénale. Malgré ce risque, il est estimé que la balance bénéfice/risque de 

l’utilisation des antagonistes du MR reste en faveur de leur utilisation, même chez les patients 

présentant une fonction rénale altérée [38].  

Face à ces limitations dans l’usage des antagonistes stéroïdiens du MR, de nouveaux 

antagonistes non-stéroïdiens du MR ont été développés. Actuellement en phase d’essai clinique, 

ils possèderaient une spécificité et une efficacité accrues par rapport à la spironolactone et à 

l’éplérénone [35, 39]. Les résultats obtenus avec la finérénone, par exemple, dans des essais 

cliniques de phase II sont encourageants. L’utilisation de cet antagoniste non stéroïdien semble, 

en effet, apporter des effets bénéfiques similaires aux antagonistes stéroïdiens chez des patients 

souffrant d’insuffisance cardiaque ou rénale chronique, tout en présentant des effets secondaires 

moindres (notamment sur la kaliémie) [40]. Des essais cliniques de phase III sont maintenant 

nécessaires afin de valider ces résultats sur des durées plus longues et sur de plus larges 

populations de patients [40].  
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2.5.2 Implication du MR dans les pathologies cardiovasculaires 

L’implication du MR dans la physiopathologie CV a d’abord été démontrée par 

l’utilisation de modèles animaux soumis à une surcharge minéralocorticoïde : les modèles de 

perfusion d’Aldo, ou de son précurseur, la DOCA (Deoxycorticosterone Acetate), adjoint d’un 

régime riche en sel (modèles Aldo-sel et DOCA-sel) ainsi que le modèle ajoutant une 

néphrectomie unilatérale (modèle NAS pour Néphrectomie-Aldo-Sel). Ces modèles 

expérimentaux induisent une hypertension, une hypertrophie cardiaque ainsi que le 

développement d’une fibrose ventriculaire, mettant en évidence l’impact CV délétère de 

l’activation du MR. Ces effets néfastes sont prévenus par l’utilisation d’antagonistes 

pharmacologique du MR [41, 42, 42, 43]. 

Par la suite, plusieurs études ont montré que l’implication du MR dans la 

physiopathologie cardiaque ne se limitait pas aux modèles de surcharge minéralocorticoïde. 

Chez l’animal, le blocage pharmacologique du MR limite la transition vers l’IC dans des 

modèles de dysfonction ventriculaire gauche [44] et d’IM [45–47], ainsi que dans des modèles 

de dysfonction diastolique chez le rat [48] et la souris [17].  

Les études RALES [34], EPHESUS [36] et EMPHASIS [37] ont montré sans ambiguïté 

les effets bénéfiques du blocage pharmacologique du MR chez les patients souffrant d’IC 

modérée à sévère, suggérant qu’une activation excessive du MR était impliquée dans la 

physiopathologie de l’IC. Plus récemment, l’étude TOPCAT a évalué ce bénéfice chez des 

patients souffrant d’IC avec fraction d’éjection préservée. Les résultats initiaux de l’étude n’ont 

pas rapporté d’effet bénéfique significatif de l’utilisation de la spironolactone sur la mortalité 

ou le nombre d’hospitalisation pour IC [49]. Cependant, il existait une importante disparité 

géographique des résultats et une analyse post-hoc a ensuite révélé un bénéfice de la 

spironolactone au sein des patients du continent Américain [50]. Enfin, des effets bénéfiques 
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du blocage pharmacologique du MR ont également été démontrés chez des patients non 

insuffisants cardiaques ayant subi un IM [51, 52]. 

Dans ces essais cliniques, les effets bénéfiques du blocage du MR sont souvent observés 

en absence d’élévation de l’Aldo plasmatique, ce qui soulève la question de la nature du ligand 

du MR dans ce contexte. Il est généralement considéré que le cortisol est le ligand principal du 

MR dans le cœur, du fait de la faible expression de l’enzyme 11b-HSD2 [6, 53]. Cependant, 

cette hypothèse est remise en question par des études montrant que les niveaux d’Aldo et de 

cortisol sériques sont des prédicteurs indépendants de l’augmentation du risque de mortalité 

dans l’IC [54, 55]. Par ailleurs, des études utilisant des souris transgéniques surexprimant 

l’Aldo synthase dans le cœur, et présentant donc des niveaux cardiaques d’Aldo augmentés (x2 

environ), ont montré l’implication de l’Aldo cardiaque dans les mécanismes pathologiques de 

dysfonction coronaire [56, 57], d’hypertrophie cardiaque [58], et de fibrose [59]. L’inhibition 

pharmacologique de l’Aldo synthase présentait de plus des effets bénéfiques similaires à celui 

des inhibiteurs du MR sur l’hypertrophie et la fibrose cardio-rénale dans des modèles 

d’hypertension chez le rat (traitement à l’AngII et/ou challenge Néphrectomie-Sel) [60, 61], ce 

qui souligne l’importance de l’Aldo dans l’activation pathologique du MR in vivo.  

Afin de mieux comprendre les effets spécifiques de l’Aldo et des glucocorticoïdes sur 

le cœur, notre laboratoire a conduit une étude visant à comparer les différentes signatures 

moléculaires cardiaques induites par des traitements avec de l’Aldo ou de la corticostérone. 

Cette étude a permis d’identifier plusieurs gènes dont l’expression était spécifiquement 

modulée par l’Aldo. Chez des souris surexprimant le MR dans les cardiomyocytes,  le facteur 

profibrotique CTGF (Connective Tissu Growth Factor) par exemple était induit après un 

traitement avec de l’Aldo mais pas après un traitement avec de la corticostérone [11].  
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De nombreuses études ont par ailleurs montré l’implication du MR dans les troubles 

électrophysiologiques cardiaques. Ex vivo, l’Aldo induit une augmentation de l’activité des 

canaux calciques de type T dans des cardiomyocytes de rat en culture, ce qui conduit à une 

augmentation de la fréquence de leurs battements [62, 63]. In vivo, l’infusion d’Aldo ou la 

surexpression du MR dans les cardiomyocytes induisent un remodelage des canaux ioniques 

cardiaques, ce qui a d’importantes conséquences sur le contrôle de l’homéostasie calcique et 

mène à des troubles du rythme [64, 65]. L’utilisation d’antagonistes du MR présente des effets 

électrophysiologiques bénéfiques dans des modèles murins de tachycardie [66], de constriction 

aortique [67], d’arythmie [68], de fibrillation atriale [69], d’hypertension [70] ou de challenge 

minéralocorticoïde [71, 72].  

En clinique, il a été montré que le risque de survenue de fibrillation atriale (FA) était 

plus important chez les patients souffrant d’hyperaldostéronisme primaire que chez les patients 

hypertendus sans hyperaldostéronisme [73]. De plus, l’aldostéronémie est élevée chez les 

patient présentant une FA chronique et diminue rapidement après cardioversion électrique 

(rétablissement d'un rythme cardiaque normal par choc électrique externe) [74]. Les patients 

souffrant de FA présentent également des niveaux d’expression plus élevés du MR [75] et de 

la 11bHSD2 [75, 76] dans les cardiomyocytes auriculaires. L’utilisation d’antagonistes du MR 

a montré des effets bénéfiques avec une réduction de la survenue de FA chez des patients 

dialysés [77] ou ayant subi une chirurgie cardiaque [78] et une réduction des hospitalisations 

liées à la FA chez les patients souffrant de FA [79]. Enfin, il a été montré que l’utilisation 

d’antagonistes du MR chez des patients souffrant d’IC [80] ou victime d’un IM [51] induisait 

une diminution de leurs risques de troubles du rythme et d’arrêt cardiaque. 

 

Le blocage pharmacologique du MR par la spironolactone ou l’éplérénone a également 

montré des effets bénéfiques sur la réactivité vasculaire. De nombreuses études avec des 
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modèles animaux ont montré des effets bénéfiques des antagonistes du MR sur la dysfonction 

endothéliale induite par le diabète [81], les régimes gras [82] et l’IM [83]. Chez le rat traité 

avec de l’Aldo, l’éplérénone prévient l’augmentation de la pression artérielle et réduit la rigidité 

vasculaire [84].  

En clinique, l’utilisation d’antagonistes du MR améliore la fonction endothéliale chez 

des patients hypertendus, [85] et joue un rôle bénéfique non diurétique sur la pression artérielle 

[86, 87] et le remodelage vasculaire [88] chez des patients souffrant d’insuffisance rénale 

terminale. L’utilisation de spironolactone chez des patients diabétiques de type 2 permet par 

ailleurs de diminuer la pression artérielle systolique et d’améliorer la perfusion coronaire [89].  

 

Tous ces effets bénéfiques obtenus grâce à l’utilisation des antagonistes du MR ont 

permis de mettre en évidence l’importance de son activation dans la physiopathologie CV. 

Cependant, cette approche pharmacologique ne permet pas d’étudier l’implication spécifique 

des différents types cellulaires exprimant le MR dans ces mécanismes. Au niveau cardiaque, le 

MR est exprimé à la fois par les cardiomyocytes, les cellules musculaires lisses (CML) 

vasculaires, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les macrophages [90, 91]. 

L’implication pathologique du MR dans ces différents types cellulaires a donc été étudiée grâce 

à des modèles d’invalidation ou de surexpression génique tissu-spécifique du MR chez la 

souris.  

L’invalidation génique du MR dans les cardiomyocytes améliore le remodelage 

pathologique dans le modèle DOCA-sel [92] et dans un modèle d’IM [93] ainsi que la fonction 

cardiaque dans un modèle de constriction aortique [91]. De manière intéressante, l’invalidation 

du MR dans les fibroblastes est sans effet dans ce même modèle de constriction aortique [91]. 

Les souris invalidées (KO) pour le MR dans les CML vasculaires présentent une 

pression artérielle plus basse et une rigidité vasculaire moins importante que les souris sauvages 
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(WT) au cours du vieillissement [94] ou après un challenge Aldo-sel [95] ainsi qu’une 

amélioration de la dysfonction ventriculaire gauche après un IM [46].  

Finalement, la surexpression du MR dans les cellules endothéliales induit une 

augmentation de la pression artérielle basale des souris [96] mais l’invalidation du MR dans 

ces cellules n’a pas d’effet sur l’augmentation de la pression artérielle induite par le challenge 

DOCA-sel [97]. Par contre, l’invalidation du MR dans les cellules endothéliales protège les 

souris de la fibrose cardiaque induite par le DOCA-sel, probablement grâce à la limitation de 

l’inflammation [97].  

Le rôle du MR exprimé par les cellules immunitaires a également été étudié et sera 

détaillé dans le chapitre concernant l’implication du MR dans les mécanismes inflammatoires 

(cf. chapitre 2.5.4.3). 

 

2.5.3 Implication du MR dans les pathologies rénales 

En 1964, Conn et al. ont décrit les premiers cas d’hyperaldostéronisme primaire 

(augmentation de la production d’Aldo par les glandes surrénales) et ont remarqué que 85% des 

patients atteints souffraient de protéinurie [98]. Celle-ci a initialement été attribuée à 

l’hypertension présente chez les patients mais l’étude de modèles animaux a par la suite permis 

de mettre en évidence la capacité de l’Aldo à induire une protéinurie, même en absence 

d’hypertension [99, 100]. En 2001, une étude a montré que l’utilisation de spironolactone chez 

des patients souffrant de protéinurie permettait de diminuer la protéinurie de moitié [101]. 

Depuis, de nombreuses autres études ont permis d’explorer le rôle de l’activation du MR dans 

la progression de l’insuffisance rénale chronique (IRC).  

Dans les modèles animaux d’IRC, la diminution de filtration glomérulaire, la 

glomérulosclérose et la protéinurie induites par une infusion d’Aldo [99] sont prévenues par la 
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spironolactone [102] ou par l’adrénalectomie (ablation chirurgicale des glandes surrénales) 

[103]. 

De nombreuses études cliniques ont mis en évidence un effet bénéfique de l’utilisation 

de la spironolactone chez des patients souffrant d’IRC, avec une diminution de la protéinurie, 

associée ou non à une diminution de la pression artérielle, [104–108], une diminution de la 

progression de l’insuffisance rénale [104], et une diminution de marqueurs de lésions rénales 

[108].  

 

Le blocage du MR présente également des effets bénéfiques dans d’autres modèles de 

pathologies rénales tels que des modèles de syndrome néphrotique [109], de néphropathie 

lupique [110] et de glomérulonéphrite [102, 111]. Dans la néphropathie hypertensive, 

l’antagonisme du MR réduit les modifications vasculaires observées dans une variété de 

modèles murins [100, 112–115]. Ces effets sont observés sans diminution de la pression 

artérielle, ce qui indique un effet protecteur non hémodynamique du blocage du MR.  

 

Le rôle de l’activation du MR a également été démontré dans des modèles 

expérimentaux de néphropathie diabétique. L’expression du MR est augmentée dans le rein des 

animaux souffrant de diabète de type 1 (induit par streptozotocine) [116] mais pas dans celui 

des animaux souffrant de diabète de type 2 (souris db/db) [117]. Dans ces modèles de diabète, 

le blocage pharmacologique du MR prévient les lésions et la fibrose rénale [116–119] ainsi que 

l’albuminurie et l’inflammation [117, 118, 120–122].  

Chez les patients diabétiques souffrant de protéinurie, l’utilisation de spironolactone 

permet de réduire l’albuminémie avec ou sans modification de la pression artérielle [104, 123–

125]. 
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Plus récemment, l’utilisation d’antagonistes du MR s’est montrée très efficace pour 

prévenir les dommages induits par un épisode d’ischémie/reperfusion (I/R). Le blocage 

pharmacologique du MR avant ou juste après l’ischémie permet de prévenir les dommages 

rénaux aigus induits par l’I/R chez le rat [126–129], la souris [130, 131] et même le cochon 

[130]. De plus, le stress oxydant et les lésions rénales induites par l’I/R chez la souris étaient 

prévenus par l’invalidation du MR dans les CML mais pas par son invalidation dans les cellules 

endothéliales [130].  

 

Finalement, les effets bénéfiques de l’utilisation des antagonistes du MR ont été décrits 

dans des modèles de néphrotoxicité à la cyclosporine [132, 133], avec une amélioration de la 

survie, une prévention de la fibrose interstitielle et de la perte de fonction rénale [133–136]. La 

néphrotoxicité induite par la cyclosporine était également prévenue chez les souris présentant 

une invalidation du MR dans les CML, mais pas lorsque le MR était invalidé dans les cellules 

endothéliales [137]. 

 

2.5.4 Mécanismes physiopathologiques de l’activation du MR 

 Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les effets délétères de l’activation 

du MR sont complexes et divers. Cependant, trois processus en particulier ont clairement été 

identifiés : le stress oxydant, la fibrose et l’inflammation.   

 

2.5.4.1 Implication du MR dans le stress oxydant 

Au cours du métabolisme de l’oxygène (O2) sont générés des dérivés réactifs de 

l’oxygène, ou ROS (Reactive Oxygen Species) : anion superoxyde (O2
.-), peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) et radical hydroxyle (HO.). Ces ROS sont hautement réactifs et peuvent entraîner des 

dommages tissulaires lorsque leurs niveaux ne sont pas régulés correctement. En condition 
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physiologique, ils sont éliminés au fur et à mesure de leur production et ne représentent donc 

pas de danger pour l’organisme. Cependant, lorsqu’ils sont produits de manière excessive, la 

balance entre formation et élimination est perdue, ce qui entraîne l’apparition de stress oxydant. 

Les ROS vont alors réagir anormalement avec les composants biologiques des tissus et conduire 

à des situations pathologiques [138].  

 Plusieurs études ont permis de montrer que le stress oxydant était un mécanisme 

important des effets de l’Aldo et de l’activation du MR [139]. En effet, le complexe Aldo/MR 

module positivement l’expression de sous-unités de la NADPH oxydase (NOX), enzyme de 

réduction de l’O2 à l’origine de la production de ROS [139–142], induisant ainsi une 

augmentation du stress oxydant (Figure 4).  

 

Les conséquences du stress oxydant sont multiples et participent aux effets 

pathologiques de l’activation du MR. Le stress oxydant induit des dommages dans l’ADN [143] 

et peut conduire à des modifications post-traductionnelles (carbonylation, modification d’acide 

sulfénique) de voies de signalisation importantes dans la mise en place des pathologies [17, 

144]. De plus, le stress oxydant participe à l’activation de la voie de signalisation NF-kB qui 

joue un rôle important dans la médiation de l’inflammation et de la fibrose (Figure 4) [139]. 

In vitro, l’Aldo est capable de stimuler la production de ROS par les cardiomyocytes de 

rat [145]. De plus, l’utilisation d’antagonistes du MR prévient le développement du stress 

oxydant dans divers modèles de pathologie CV et rénale chez l’animal [44, 83, 119, 146]. Enfin, 

il a été montré dans des cardiomyocytes de rat que le stress oxydant était capable d’activer la 

signalisation du MR, via l’action de la protéine Rac1, même en l’absence de ligand [147], ce 

qui suggère une boucle d’amplification de l’activité du MR par le stress oxydant.  
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Figure 4 – Implication du MR dans l’induction du stress oxydant 

A : Aldostérone, HRE : Hormone Response Element, NOX : NADPH Oxydase, ROS : Reactive 
Oxygen Species 

 

2.5.4.2 Implication du MR dans la fibrose 

La fibrose est un mécanisme physiopathologique majeur de nombreuses pathologies 

inflammatoires chroniques. Elle est caractérisée par une production et une accumulation 

excessive de composants de la matrice extracellulaire (MEC), tels que le collagène et la 

fibronectine, au niveau d’un tissu endommagé ou enflammé. Ce mécanisme peut conduire à 

une dysfonction des organes car les cellules différenciées et spécialisées de l’organe sont 

remplacées par un tissu cicatriciel fibreux incapable de remplir les rôles spécifiques nécessaires 

au bon fonctionnement de l’organe. L’hypertension artérielle chronique, par exemple, est 

accompagnée d’une hypertrophie cardiaque en partie due à une accumulation anormale de 

composant de la MEC dans l’espace extracellulaire. Cette fibrose participe à augmenter la 
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rigidité myocardique, ce qui entraîne une dysfonction ventriculaire et peut conduire à terme à 

l’insuffisance cardiaque.  

Un processus important dans la mise en place de la fibrose est l’activation des 

myofibroblastes (Figure 5). En situation de dommage tissulaire, et en particulier en contexte 

inflammatoire, différents types cellulaires (fibroblastes résidents, cellules épithéliales, cellules 

endothéliales, fibrocytes circulants, péricytes) sont activés en myofibroblastes (Figure 5), 

notamment grâce au processus de transition épithelio-mésanchymateuse (TEM) [148]. Les 

myofibroblastes sont des cellules qui participent à la cicatrisation tissulaire et qui sécrètent de 

larges quantités de composants de la MEC. Ce mécanisme de cicatrisation est physiologique 

mais lorsque qu’il est mal régulé ou que les lésions tissulaires sont trop importantes, il conduit 

à la mise en place d’un remodelage pathologique et au développement d’une fibrose (Figure 5) 

[148, 149].  

 

 
Figure 5 – Activation des myofibroblastes et induction de la fibrose 

Adapté de Wynn et Ramalingam, 2012 [148] et de Borthwick et al. 2013 [150] 
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Il est aujourd’hui bien décrit que l’activation chronique du MR est associée aux 

mécanismes de remodelage de la MEC, de croissance cellulaire et de fibrose qui participent au 

développement des maladies CV et rénales [42, 43, 45, 151–155]. L’Aldo seule (ex vivo) ou en 

association avec du sel (in vivo) stimule l’expression de nombreuses molécules pro-

inflammatoires et profibrotiques qui contribuent à la physiopathologie du remodelage 

cardiaque : ET1 (Endothéline 1), TGFb (Transforming Growth Factor b), PAI-1 (Plasminogen 

Activator Inhibitor-1), fibronectine, collagènes (I, III et IV), et CTGF [11, 153, 156]. 

L’administration chronique d’hormone minéralocorticoïde (Aldo ou DOCA) et de sel 

chez le rat uni-néphrectomisé induit le développement de fibrose périvasculaire et interstitielle 

cardiaque. Ces effets sont indépendants de l’augmentation de la pression artérielle car le 

blocage du MR permet de prévenir la fibrose cardiaque même à des doses non hypotensives 

[42]. Le développement de la fibrose semble débuter autour des vaisseaux (associée avec 

l’inflammation coronarienne et myocardique) et s’étendre ensuite à l’interstitium cardiaque 

[153]. Dans l’IM, la cicatrisation et la fibrose sont améliorées par le blocage du MR [157] ou 

l’invalidation du MR dans les cardiomyocytes chez la souris [93]. 

 L’administration de sel en plus de l’Aldo semble être un prérequis pour l’induction de 

la fibrose cardiaque in vivo. En effet, la surexpression cardiaque de l’Aldo synthase [57] ou du 

MR [65] ou l’augmentation de l’Aldo plasmatique seule [158] ne sont pas suffisants pour 

induire une fibrose cardiaque chez la souris. Ceci suggère donc que certains cofacteurs (sel en 

particulier) sont nécessaires aux effets profibrotiques de l’Aldo in vivo. Une étude récente a 

cependant décrit le développement d’une légère fibrose cardiaque chez la souris soumise à une 

très forte dose d’Aldo uniquement [159].  

En clinique, les effets bénéfiques de l’éplérénone dans l’étude EPHESUS sont associés 

à une réduction du marqueur plasmatique de fibrose PINP (Procollagen type I amino-terminal 
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pro-peptide) [160]. Ce marqueur est également diminué par un traitement avec de la 

spironolactone chez des patients ayant subi un accident vasculaire cérébral [161].  

Au niveau rénal, le blocage pharmacologique du MR prévient le développement de la 

fibrose interstitielle dans différents modèles de néphropathie [109, 110] et notamment dans la 

néphropathie diabétique avec une prévention de différents facteurs profibrotiques tels que le 

TGFb, le PAI-1, les collagènes de type I et IV et la fibronectine [116–119].  

 

Au-delà de son rôle dans la fibrose cardiaque et rénale, le MR est également impliqué 

dans la fibrose d’autres organes, tels que le foie [162], les poumons [163] et la peau [164]. Le 

rôle profibrotique du MR apparait donc comme un mécanisme physiopathologique général lié 

à son activation.  

 

2.5.4.3 Implication du MR dans l’inflammation 

Après un dommage tissulaire, la libération de cytokines pro-inflammatoires par les 

cellules agressées va conduire au recrutement de cellules de l’immunité innée sur le lieu de la 

lésion. Cette inflammation initiale, faisant notamment intervenir les macrophages et les 

neutrophiles, participe au nettoyage des cellules mortes et à la première phase de réparation 

tissulaire. Cependant, lorsque cette inflammation devient chronique, elle entraîne l’activation 

des cellules du système immunitaire adaptatif et contribue à la mise en place de divers 

mécanismes impliqués dans les pathologies CV et rénales tels que l’hypertension et la fibrose 

[165–167].  

Le rôle majeur de l’inflammation dans le développement des maladies CV et rénales est 

maintenant clairement établi [165, 168–171]. Les marqueurs inflammatoires sont associés à de 

mauvais pronostiques en clinique et les patients souffrant d’hypertension et de maladies CV 

présentent une inflammation vasculaire chronique [166]. 
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Il a été montré que l’activation du MR participe au maintien de l’inflammation [172], 

notamment via l’activation de la voie NF-kB et l’induction de l’expression de cytokines pro-

inflammatoires (IL-6, TNF-a, IFN-g, etc.) [173]. Le blocage pharmacologique du MR améliore 

l’inflammation chronique associée aux dysfonctions CV et rénales [174, 175]. Il prévient 

l’inflammation cardiaque induite dans des modèles de dysfonction ventriculaire gauche [44] et 

de surcharge minéralocorticoïde [113]. Dans la néphropathie diabétique, la protection rénale 

apportée par l’antagonisme du MR est accompagnée d’une prévention de l’inflammation avec 

une réduction de l’infiltration des macrophages et de l’expression des marqueurs pro-

inflammatoires MCP-1 (Monocyte Chimoattractant Protein 1), ostéopontine (OPN), TGFb et 

PAI-1 [117, 118, 121]. Ces données suggèrent que le MR est capable d’amplifier les 

mécanismes immunitaires qui jouent un rôle critique dans l’initiation et le maintien de 

l’hypertension, du remodelage CV et des lésions des organes cibles.  

 

De plus, le MR est exprimé par les cellules du système immunitaire et est capable de 

moduler leur fonctionnement. L’activation du MR induit la polarisation des macrophages vers 

un phénotype pro-inflammatoire M1 alors que son invalidation génique dans les macrophages 

conduit à un phénotype anti-inflammatoire M2 [176–178]. L’invalidation génique du MR dans 

les cellules myéloïdes (macrophages, cellules dendritiques et neutrophiles) prévient le 

développement de l’athérosclérose chez la souris [179] ainsi que l’inflammation et la fibrose 

cardiaque dans de nombreux modèles profibrotiques : chalenge DOCA-sel [180, 181], 

traitements hypertenseurs avec du L-NAME (L-nitro-arginine methyl ester) [90, 178] ou de 

l’AngII [178] et constriction de l’aorte thoracique [182]. De la même manière, dans un modèle 

d’inflammation rénale chronique (glomérulonéphrite induite par injections d’anticorps), les 

souris invalidées pour le MR dans les cellules myéloïdes étaient protégées contre 

l’inflammation et la fibrose [183].  
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En plus de son rôle dans les cellules de l’immunité innée, il a été montré que le MR 

exprimé par les cellules de l’immunité adaptative, et en particulier par les lymphocytes T, était 

également impliqué dans les mécanismes d’hypertension et de remodelage CV [184, 185].  

Les lymphocytes T (LT) sont des cellules de l’immunité adaptative capables d’effectuer 

une réponse immunitaire spécifique lorsqu’elles sont activées par des cellules présentatrices 

d’antigènes (cellules dendritiques notamment). Les LT CD8+ cytotoxiques agissent directement 

en éliminant certaines cellules cibles (cellules endommagées, infectées, cancéreuses, ou 

présentant des marqueurs de non-soi) alors que les LT CD4+ ont un rôle de modulateur de la 

réponse immunitaire. Ces derniers peuvent être des cellules Th (T-helper) qui favorisent et 

amplifient la réponse immunitaire ou des cellules Treg (T-regulator) qui l’inhibent. Deux sous-

types de cellules Th en particulier présentent un phénotype hautement pro-inflammatoire et sont 

associés à l’inflammation chronique et aux maladies CV : les cellules Th1 (source d’IFN-g) et 

les cellules Th17 (source d’IL-17, IL-21 et IL-22) [173]. 

Chez l’animal, le challenge DOCA-sel induit la polarisation des LT vers un phénotype 

pro-inflammatoire Th1/Th17, via l’activation du MR exprimé par les cellules dendritiques 

(DCs, Dendritic Cells) [175]. De plus, l’effet protecteur des antagonistes du MR contre le 

remodelage cardio-rénal induit par le challenge DOCA-sel est associé à une inhibition de la 

polarisation Th17 des LT [175, 186]. Une étude récente utilisant un modèle de constriction de 

l’aorte abdominale a, par ailleurs, montré que l’invalidation du MR dans les LT protégeait le 

cœur des souris contre la dysfonction, l’hypertrophie, la fibrose et l’inflammation [184]. In 

vitro, l’invalidation du MR dans les LT diminuait leur activation alors qu’elle était augmentée 

par une surexpression du MR, révélant un rôle direct du MR exprimé par les LT dans leur 

activation [184]. 

D’autre part, de plus en plus de données décrivent le rôle des cellules immunitaires dans 

l’hypertension [166, 187, 188] et une étude récente a mis en évidence l’implication du MR 
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exprimé par les LT dans ce mécanisme, via la régulation de l’IFN-g [185]. Après un traitement 

avec de l’AngII, les souris invalidées pour le MR dans les LT étaient protégées contre 

l’hypertension, les lésions tissulaires et l’accumulation de cellules productrices d’INF-g (LT 

CD8+ en particulier) dans le rein et l’aorte [185]. A l’inverse, les souris surexprimant le MR 

dans les LT présentaient une hypertension encore plus marquée que les souris WT et cette 

différence était annulée par un traitement avec des anticorps anti-IFN-g [185]. In vitro, 

l’invalidation du MR dans les LT CD8+ en culture induisait une diminution de l’expression de 

l’INF-g alors que la surexpression du MR ou le traitement des LT CD8+ avec de l’Aldo induisait 

une augmentation de son expression [185].  

 

 Toutes ces données démontrant le rôle du MR dans les processus inflammatoires 

soulignent bien l’importance de ce mécanisme dans la médiation des effets délétères de 

l’activation du MR en pathologie.  
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3 – NGAL, une nouvelle cible du MR dans le système cardiovasculaire 
 

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de l’activation du MR dans la 

physiopathologie des maladies CV, de nouvelles cibles du MR ont récemment été identifiées et 

en particulier la cardiotrophine 1 (CT-1), la galectine 3 (Gal-3) et la Neutrophil Gelatinase-

Associated Lipocalin (NGAL).  

CT-1 et Gal-3 sont des molécules profibrotiques régulées positivement par le MR. Leur 

invalidation génique chez la souris permet de prévenir le remodelage cardiaque et 

l’inflammation induits par les minéralocorticoïdes [189, 190]. De plus, il a été montré que 

l’utilisation d’un antagoniste pharmacologique de Gal-3 était capable de prévenir le remodelage 

CV induit par l’Aldo-sel chez le rat [159], ce qui indique que les cibles profibrotiques en aval 

de la signalisation du MR peuvent être de bonnes cibles thérapeutiques alternatives lorsque les 

antagonistes du MR ne peuvent pas être utilisés, chez les patients à haut risque d’hyperkaliémie 

par exemple.  

  

Une analyse transcriptomique pangénomique a permis à notre laboratoire d’identifier 

NGAL comme une nouvelle cible du MR dans le système CV [191]. Le MR, en tant que facteur 

de transcription, est capable de se lier directement au promoteur de NGAL et de moduler 

positivement sa transcription [191]. NGAL (également appelé lipocaline-2, uterocaline, 

siderocaline ou 24p3) est une petite glycoprotéine sécrétée de 25 kDa appartenant à la famille 

des lipocalines. Surtout utilisée en clinique comme biomarqueur de l’insuffisance rénale aiguë 

[192], il a été montré récemment qu’elle pourrait jouer un rôle important dans les pathologies 

CV et dans les mécanismes inflammatoires [193, 194]. NGAL semblait donc être une cible de 

choix dans la signalisation pathologique du RM et plusieurs études de notre laboratoire ont 

donc été menées afin de comprendre son implication dans les effets délétères de l’activation du 

MR (cf. chapitre 3.9).  
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3.1 La famille des lipocalines 
 

NGAL fait partie de la famille protéique des lipocalines. Cette famille est composée de 

nombreuses protéines de petites tailles dont la majorité ont un rôle de transporteur, pour des 

substances lipophiles essentiellement. Cependant, d’autres rôles pour ces protéines ont été 

découverts, tels que la régulation de la division cellulaire, la différentiation, l’adhésion cellule-

cellule et la survie cellulaire [193]. Contrairement à la plupart des familles protéiques, dont les 

membres sont identifiés sur la base de similarités de leurs séquences d’acides aminés, les 

membres de la famille des lipocalines partagent surtout une structure tridimensionnelle 

commune nécessaire à leur fonction de transport : la « lipocalin fold ». Cette structure est 

composée de huit feuillets béta antiparallèles en forme de tonneau ouvert avec, en son creux, 

un site de liaison au ligand  (Figure 6) [193, 195]. Les différences de séquences en acides aminés 

entre les membres de la famille des lipocalines peuvent être très importantes (jusqu’à 80%), ce 

qui permet une grande variété de ligands au sein de la famille [193, 195]. Cependant, trois 

domaines particuliers sont très conservés et distinguent deux branches de lipocalines : les 

« Kernel » possèdent les trois domaines conservés (comme NGAL) alors que les « Outliers » 

n’en possèdent qu’un ou deux (Figure 6) [193, 195].  

 
Figure 6 – Structure générale des lipocalines 

(A) Représentation schématique de la « lipocalin fold » commune aux lipocalines. Les régions 
encadrées en bleu correspondent aux domaines structurellement conservés au sein de la famille des 
lipocalines et la région encadrée en noir correspond à un domaine présentant une forte conservation 
en acides aminés. D’après Chakraborty et al. 2012 [193]. (B) Représentations tridimensionnelles 
de la structure des lipocalines. D’après Candido et al. 2014 [196] 
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3.2 Structure de NGAL 
 

Comme les autres membres de la famille des lipocalines, NGAL possède une structure 

tridimentionnelle en tonneau. Son site de liaison possède cependant deux particularités : il est 

polaire et assez large pour accueillir certaines protéines [197]. De plus, la présence d’un résidu 

cystéine en position 87 permet à NGAL de former un pont disulfure avec un ligand particulier, 

la Métalloprotéinase Matricielle 9 (MMP-9) [198]. C’est d’ailleurs cette liaison avec la MMP-

9, également appelée gélatinase B, qui a donné à NGAL son nom de « Gelatinase-Associated ». 

La MMP-9 est une protéine dont l’action enzymatique permet la dégradation de certains 

composants de la MEC et qui est donc impliquée dans les mécanismes de remodelage tissulaire 

[199–203]. La liaison de la MMP-9 à NGAL ne modifie pas son activité mais stabilise la 

protéine et diminue sa dégradation [198, 204].  

Il a été montré que le résidu cystéine 87 présent chez l’Homme était absent chez les 

rongeurs, ce qui laisse penser a priori que la liaison NGAL/MMP-9 est impossible chez le rat 

et la souris. Cependant, certaines études suggèrent l’inverse. NGAL a en effet été détectée en 

complexe avec la MMP-9 dans le surnagent de CML de rat en culture [205] et colocalisée avec 

la MMP9 dans des plaques d’athérome chez la souris [206]. De plus, dans un modèle de cancer 

du sein chez la souris, les souris KO NGAL présentaient une activité MMP-9 plasmatique 

réduite par rapport au souris témoins, illustrant un lien fonctionnel entre NGAL et la MMP-9 

[207].  

Hormis la MMP-9, NGAL est également capable d’interagir avec d’autre ligands et 

notamment avec certains sidérophores d’origine bactérienne (Figure 7), ce qui lui confère une 

activité bactériostatique par liaison du fer (cf. chapitre 3.4.1). 
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Figure 7 – Structure tridimensionnelle du complexe NGAL-sidérophore-fer 

Représentation tridimensionnelle de NGAL chez l’homme (A) et la souris (B). La sphère rouge 
au centre correspond à un atome de fer et la structure en bâtonnets qui l’entoure correspond à un 
sidérophore. D’après Xiao et al. 2017 [208]. (C) Représentation d’une structure sidérophore-fer 
à laquelle NGAL peut se lier. Les atomes sont identifiés par leur couleur : C en gris, N en bleu, O 
en rouge. La sphère rouge correspond à l’atome de fer au centre du sidérophore. D’après Goetz et al. 
2002 [197]. 

 

3.3 Expression de NGAL 
 

NGAL a été identifiée pour la première fois dans les granules des neutrophiles matures 

mais a été décrite depuis dans de nombreux autres types cellulaires. [209–211]. En effet, NGAL 

a été retrouvée dans des cellules aussi variées que les cellules rénales [212], les cellules 

endothéliales [213], les cellules hépatiques [214], les CML [215], les cardiomyocytes [191], les 

neurones [216] et dans différentes populations de cellules immunitaires telles que les 

macrophages [215, 217] et les cellules dendritiques [218]. 

NGAL a été décrite comme un biomarqueur de lésion rénale aiguë car elle est libérée 

rapidement en réponse à un dommage tubulaire [219, 220]. C’est une protéine sécrétée qui est 

donc dosable dans le plasma. Chez l’homme sain, la concentration plasmatique de NGAL est 

d’environ 70 ng/mL [221]. Chez la souris, elle est légèrement plus élevée, aux alentours de 100 

ng/mL [217, 222]. Sa clairance est essentiellement rénale, ce qui rend son dosage également 

possible dans l’urine [209, 221, 223]. Ces éléments ajoutés à sa bonne stabilité et à sa résistance 

aux protéases en font un biomarqueur de choix pour l’utilisation en clinique [219, 220].  
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L’expression de NGAL est induite dans de nombreuses situations pathologiques et en 

particulier dans les situations inflammatoires, ischémiques et métaboliques [193]. Les chapitres 

3.6 à 3.8 seront donc consacrés à la description des implications physiopathologiques de NGAL 

dans les maladies CV et rénales.  

 

3.4 Rôles de NGAL 
 
3.4.1 Rôle bactériostatique et de modulation du fer 

Comme mentionné précédemment, NGAL est impliquée dans la défense antibactérienne 

grâce à la séquestration du fer. Le fer est un élément indispensable au développement des 

bactéries, mais présent en très faibles quantités dans l’organisme. Pour capter le fer de l’hôte, 

les bactéries libèrent donc des protéines à forte affinité pour le fer, les sidérophores. Des études 

in vitro ont montré que NGAL était capable de se lier aux sidérophores bactériens et de jouer 

ainsi un rôle bactériostatique en réduisant la disponibilité du fer pour les bactéries [197]. De 

plus, une étude utilisant un modèle de souris invalidées génétiquement pour NGAL (KO 

NGAL) a montré que ces souris présentaient une susceptibilité accrue aux infections 

bactériennes [224].  

Il a également été montré que NGAL était capable de se lier aux sidérophores endogènes 

présents chez l’homme, les catéchols. Cela suggère donc un rôle de NGAL dans l’homéostasie 

du fer, même en absence d’infection bactérienne [225]. Lorsque NGAL se lie à un sidérophore 

couplé au fer (holo-NGAL), il va le transporter à l’intérieur de la cellule et ainsi augmenter la 

concentration cytosolique de fer (Figure 8A). A l’inverse, lorsqu’il est libre (apo-NGAL), il va 

permettre la captation de fer intracellulaire et son transport vers l’espace extracellulaire, 

induisant donc une diminution de la concentration intracellulaire de fer (Figure 8B) [226]. Ce 

rôle de NGAL dans l’homéostasie du fer pourrait avoir un impact important en pathologie 

puisque les niveaux de fer sont impliqués dans divers mécanismes délétères tels que le stress 
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oxydant [227], l’inflammation [228], l’apoptose [227, 229, 230] et la fibrose [230] (Figure 8A). 

 

 
Figure 8 – Modulation du fer intracellulaire par NGAL 

(A) Importation du fer dans la cellule. La NGAL liée à un sidérophore couplé au fer (holo-NGAL) 
est endocytée dans la cellule grâce à son récepteur membranaire (Mégaline ou 24p3R) et permet le 
relargage du fer dans le cytoplasme. L’augmentation du niveau de fer cytoplasmique va induire 
l’expression de gènes dépendant du fer et favoriser le stress oxydant. (B) Exportation du fer hors 
de la cellule. La NGAL libre (apo-NGAL) est endocytée dans la cellule où elle va se lier à un 
sidérophore couplé au fer. Elle est ensuite exocytée et permet ainsi la libération de fer dans le milieu 
extracellulaire et la diminution du stock de fer intracellulaire. 

 

3.4.2 Rôle chimiotactique 

Plusieurs études ont mis en évidence un rôle pro-inflammatoire et chimiotactique de 

NGAL. Il a été montré, par exemple, que la migration des neutrophiles en culture était induite 

par un traitement avec de la NGAL recombinante [231, 232]. De plus, les neutrophiles 

provenant de souris KO NGAL présentent une réduction de leurs propriétés chimiotactiques et 

de leurs capacités d’adhésion [231]. Dans un modèle murin de psoriasis (maladie inflammatoire 

de la peau), l’infiltration des neutrophiles dans le derme était diminuée chez les souris traitées 

avec un anticorps anti-NGAL et augmentée par un traitement avec de la NGAL recombinante 

[232]. Il a également été montré que le recrutement des cellules immunitaires dans le cœur de 

souris soumises à un épisode d’I/R était prévenu chez les souris KO NGAL [223]. Lorsque des 
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cœurs de souris KO NGAL étaient transplantés chez des souris WT, une diminution 

significative de l’infiltration granulocytaire était observée par rapport à une transplantation 

entre souris WT [223]. Enfin, de nombreuses expériences réalisées dans des modèles cellulaires 

et murins de cancer ont mis en évidence un rôle de NGAL dans la migration et l’invasion 

cellulaire [207, 233–239].  

L’implication de NGAL dans les processus inflammatoires sera détaillée plus 

longuement dans le chapitre 3.6.  

 

3.4.3 Rôle de facteur de croissance, de différenciation et de prolifération 

Il a également été montré que NGAL présentait des caractéristiques de facteur de 

croissance, de différenciation et de prolifération [240]. En effet, NGAL stimule la prolifération 

et la différenciation épithéliale de cellules issues du rein embryonnaire de rat et est capable 

d’induire l’organisation en tubule des cellules épithéliales de souris en culture [241]. NGAL 

induit par ailleurs la prolifération de CML vasculaires humaines en culture [242]. Il a été montré 

que NGAL participait à la transition épithélio-mésanchymateuse in vivo dans un modèle 

d’adénocarcinome pulmonaire chez la souris [237] et in vitro dans des cellules de cancer de la 

prostate [233] et du sein [239]. Dans ces modèles, NGAL favorisait la motilité et les capacités 

invasives et métastatiques des cellules cancéreuses. Le rôle de NGAL dans la prolifération 

cellulaire a par ailleurs été mise en évidence dans d’autres modèles de cancer [243, 244]. 

 

3.5 Récepteurs de NGAL 
 
3.5.1 Le récepteur 24p3R 

Le récepteur 24p3R est l’un des deux récepteurs connus de NGAL. C’est un récepteur 

endocytique présentant une forte affinité pour NGAL et qui permet à ce dernier de pénétrer à 

l’intérieur des cellules. Il participe notamment au contrôle de l’homéostasie du fer en permettant 
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le passage de NGAL vers l’intérieur ou l’extérieur de la cellule, modulant ainsi la quantité de 

fer intracellulaire. L’expression de ce récepteur a été identifiée dans différents tissus et 

notamment dans le cœur [226]. En conditions inflammatoires, le 24p3R est exprimé dans la 

totalité du tissu cardiaque et, en particulier, à la surface des cardiomyocytes [245]. Par ailleurs, 

il a été montré que le 24p3R était exprimé dans le néphron distal [246] et qu’il était impliqué 

dans l’endocytose de l’albumine et dans l’activation des voies de signalisation pro-

inflammatoires et profibrotiques du NFkB et du TGF-b induites par l’albumine [247]. Enfin, 

l’expression du 24p3R était augmentée à la surface des neutrophiles de patients souffrant de 

psoriasis. L’utilisation d’un siRNA anti-24p3R a, de plus, permis de mettre en évidence le rôle 

primordial de ce récepteur dans l’activation des neutrophiles par NGAL en culture [232].  

 

3.5.2 La mégaline 

L’autre récepteur connu pour NGAL est la mégaline (ou low-density lipoprotein 

receptor-related protein 2, LRP2). La mégaline est un récepteur endocytique également, mais 

multi-ligand, qui est exprimé au niveau de différents épithélia et, en particulier, des épithélia à 

forte capacité absorptive tels que l’épithélium du tubule rénal, de l’iléon, ou du plexus choroïde 

dans le cerveau [248]. La mégaline a également été détectée dans des cardiomyocytes cultivés 

in vitro [249] ainsi que dans différents types de cellules immunitaires telles que les lymphocytes 

T, les lymphocytes B, les granulocytes et les monocytes/macrophages [250]. La mégaline 

appartient à la famille des récepteurs aux lipoprotéines de basse densité [251] et il a été montré 

qu’elle était capable de se lier à diverses lipocalines [195, 252] mais que son affinité pour 

NGAL était plus importante que pour les autres lipocalines [253].  
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3.6 Implication de NGAL dans les mécanismes inflammatoires 
 

Comme décrit précédemment, NGAL a d’abord été décrite dans les neutrophiles [211] 

et observée plus tard dans d’autres types de cellules immunitaires telles que les macrophages 

[215, 217] et les cellules dendritiques [218]. 

Dans l’insuffisance cardiaque ainsi que dans diverses autres pathologies présentant une 

composante inflammatoire, il a été montré que les niveaux sériques ou plasmatiques de NGAL 

libre étaient corrélés avec ceux d’autres marqueurs inflammatoires (TNF-a, CRP, IL-6, nombre 

de leucocytes circulant) [254–258].  

Une activation de l’expression de NGAL peut être induite par divers stimuli pro-

inflammatoires, tels que le LPS [259–261], l’IL-1b [214, 262–267], l’IL-6 [213, 267], l’IL-17 

[268], l’IFN-g [269] et le TNF-a [266, 267, 269, 270] selon les types cellulaires. De plus, 

NGAL est régulée positivement par une activation de la voie NF-kB [205, 214, 243, 244, 263, 

265, 267, 271–275]. A l’inverse, NGAL est capable d’induire l’expression de diverses 

molécules pro-inflammatoires telles que l’IL-8 [215, 232, 276], l’IL-6 [215, 232, 276], l’IL1-a 

[232], le TNF-a [232] et le MCP-1 [215, 276]. Enfin, il a été montré que NGAL était impliquée 

dans la polarisation des macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire M1, à la fois in vitro 

et in vivo [277].  

Toutes ces données suggèrent l’existence d’un cercle vicieux dans lequel NGAL serait 

surexprimée en conditions inflammatoires et capable de potentialiser l’inflammation grâce à 

l’induction de l’expression de médiateurs pro-inflammatoires (Figure 9). 
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Figure 9 – Rôle pro-inflammatoire de NGAL 

MΦ : Macrophage, M1 : Macrophage pro-inflammatoire M1 

 

Au-delà de son implication dans la réponse immunitaire innée et aiguë, il a également 

été rapporté que NGAL serait impliquée dans l’inflammation chronique et les maladies auto-

immunes. Les niveaux urinaires de NGAL étaient augmentés chez des patients souffrant de 

néphropathie lupique et étaient associés au degré de gravité de la maladie [278]. Dans un 

modèle de myocardite auto-immune chez le rat, NGAL était fortement exprimée dans les 

cardiomyocytes, les CML vasculaires, les fibroblastes et les neutrophiles [245]. De plus, cette 

élévation de NGAL était particulièrement marquée durant la phase active de la myocardite et 

suivait de près les niveaux d’IL-1b cardiaque et plasmatique [245]. Dans un modèle 

d’inflammation aigu de la peau induite par injection d’anticorps, les souris KO NGAL 

présentaient une réduction de l’inflammation de 50% associée à une réduction de l’infiltration 

immunitaire par rapport aux souris WT [279]. Le même effet était retrouvé en injectant des 

souris WT avec un anticorps anti-NGAL et l’inflammation était restaurée par le traitement avec 

de la NGAL recombinante [279].  
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3.7 Implication de NGAL dans les pathologies rénales 
 

Aujourd’hui, la créatinine est le marqueur de lésion rénale le plus classiquement utilisé. 

Cependant, de plus en plus d’études décrivent NGAL comme un meilleur marqueur de lésion 

rénale dans l’insuffisance rénale aiguë (IRA) et chronique (IRC).  

 

Chez l’animal, l’I/R induit une augmentation massive du niveau de NGAL dans les 3 

heures suivant l’ischémie alors que l’augmentation de créatinine n’est que légère [280]. De 

plus, la concentration en créatinine sérique augmente après une ischémie bilatérale sévère mais 

reste inchangée après une ischémie bilatérale légère ou une ischémie unilatérale [280]. Dans 

l’IRA, NGAL est augmentée jusqu’à 1000 fois dans l’urine (de 0,04 à 40 mg/mL) et de 300 

fois dans le sang (de 0,1 à 30 µg/mL)  [222, 280, 281].  

Chez les patients souffrant d’IRA, il a été montré que le niveau relatif de NGAL sérique 

était corrélé à la gravité des dommages rénaux et que des niveaux élevés de NGAL sérique 

étaient associés à un risque de mortalité accru [254]. De plus, les concentrations de NGAL 

urinaire et sérique ont été décrites comme des marqueurs sensibles, spécifiques et hautement 

prédictifs de l’IRA après une chirurgie cardiaque [282].  

Plusieurs études ont par ailleurs suggéré NGAL comme marqueur de dommage rénal 

dans des contextes pathologiques plus larges que l’ischémie [283, 284]. 

 

En utilisant un modèle de souris exprimant une version bioluminescente de NGAL, 

Paragas et al. ont étudié l’origine de NGAL au cours de l’IRA. Ils ont ainsi déterminé qu’au 

cours de l’I/R, NGAL était libérée par les cellules de la branche ascendante large de l’anse de 

Henlé et du canal collecteur et uniquement dans les zones ischémiques du rein [285]. De plus, 

en réalisant des transplantations de rein entre souris WT et KO NGAL, ils ont pu mettre en 

évidence que l’augmentation de la concentration de NGAL urinaire au cours de l’ischémie était 
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majoritairement due à la libération de NGAL directement au niveau du rein mais qu’il existait 

également une légère contribution de NGAL extra-rénale [285].  

Une autre source suggérée de NGAL urinaire, en particulier dans les maladies extra-

rénales, serait la NGAL circulante. Elle serait libérée dans la circulation systémique aux sites 

d’inflammation, par les cellules immunitaires notamment [286], et filtrée par le glomérule rénal. 

La majorité de la NGAL serait ensuite réabsorbée par le tubule proximal, qui exprime la 

mégaline, et le reste serait excrété dans l’urine. Ce dernier point est illustré par exemple par une 

étude montrant que des souris déficientes en mégaline présentent une fuite urinaire de NGAL 

[253].  

 

Au-delà de son rôle de biomarqueur, NGAL est impliquée activement dans les 

mécanismes de lésions rénales. En effet, il a été montré qu’elle jouait un rôle protecteur dans 

l’insuffisance rénale aiguë (IRA), après un épisode d’I/R par exemple [222, 287], mais qu’elle 

était délétère à long terme et favorisait la progression vers l’insuffisance rénale chronique (IRC) 

[288, 289]. 

Lors d’un épisode d’I/R, le relargage de larges quantités de fer au moment de l’ischémie 

favorise le stress oxydant et l’induction de lésions tissulaires. De plus, la reperfusion qui suit 

augmente encore la quantité de fer, ce qui exacerbe les dommages induits par le stress oxydant 

[290–293]. Il a été montré dans des modèles animaux que l’utilisation de capteurs de fer [294, 

295], et notamment l’injection de NGAL recombinante [222, 287], permettait de limiter les 

dommages précoces induits par l’I/R ou le rejet du greffon lors d’une transplantation rénale 

[296]. Une étude a montré par ailleurs que la greffe de macrophages surexprimant la cytokine 

anti-inflammatoire IL-10 permettait de protéger de l’ischémie chez le rat, et d’améliorer la 

régénération cellulaire et la réparation tissulaire [297] via l’induction de NGAL. En effet, 

lorsque les rats étaient traités avec un anticorps anti-NGAL, le rôle protecteur de cette greffe 
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était perdu. Plus récemment, une étude a montré que l’infusion de macrophages surexprimant 

NGAL permettait d’améliorer la fibrose rénale dans un modèle d’obstruction urétérale 

unilatérale chez la souris [298]. 

 

En contraste avec son effet protecteur dans l’IRA, NGAL est considérée comme un 

facteur pro-inflammatoire favorisant l’IRC. En effet, certaines études ont montré qu’un niveau 

de NGAL urinaire élevé était associé à un risque plus important d’IRC [289, 299]. De plus, 

chez les patients souffrant d’IRC [289, 300] ou dans des modèles murins d’IRC [288, 289], les 

niveaux de NGAL sont augmentés et corrélés à l’importance des lésions rénales.  

L’implication de NGAL dans la médiation de l’IRC a été étudiée dans des modèles 

animaux, et en particulier grâce à l’utilisation de souris KO NGAL. Dans un modèle d’IRC 

induite par injection d’anticorps, l’invalidation génique de NGAL protégeait les souris contre 

la protéinurie et les lésions tubulaires alors que l’ajout de NGAL recombinante exacerbait la 

néphropathie et diminuait la survie [288]. De manière similaire, dans un modèle d’IRC induite 

par néphrectomie subtotale les souris KO NGAL présentaient moins d’apoptose, de lésions 

rénales (glomérulosclérose, atrophie tubulaire, fibrose interstitielle, infiltration immunitaire) et 

de protéinurie que les souris WT ainsi qu’une meilleure fonction rénale [289]. De manière 

intéressante, cette étude a également permis de montrer que NGAL était un effecteur des effets 

prolifératifs de l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) [289] qui est connu pour jouer 

un rôle important dans la progression de l’IRC [301]. 

 

En conclusion, l’implication de NGAL dans les maladies rénales semble dépendre des 

mécanismes pathologiques à l’œuvre. Après une lésion rénale aiguë il joue un rôle protecteur, 

notamment via ses effets de capteur de fer, alors que dans un contexte plus chronique, ses effets 

pro-inflammatoire et prolifératif en font un acteur délétère.  
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3.8 Implication de NGAL dans les pathologies cardiovasculaires 
 

Plusieurs études décrivent des niveaux de NGAL circulante élevés chez les patients 

souffrant de maladies CV [302, 303]. Chez les patients victimes d’un IM à la phase aiguë ou 

souffrant d’IC chronique, les niveaux de NGAL sériques sont plus élevés que chez les sujets 

sains [266, 302, 303]. Il a d’ailleurs été montré que les niveaux de NGAL plasmatiques étaient 

plus élevés chez les patients victimes d’un IM que chez ceux souffrant de maladies 

coronariennes stables [304].  

Certaines études suggèrent que NGAL pourrait présenter une valeur pronostique chez 

les patients souffrant d’IC car de hauts niveaux de NGAL plasmatiques ou urinaires sont 

associés à plus de complications rénales [266, 302, 305] et de mortalité [306–308]. Ces niveaux 

élevés de NGAL pourraient être en partie expliqués par l’insuffisance rénale retrouvée chez un 

grand nombre de patients insuffisants cardiaques [309]. Les niveaux de NGAL circulante ont 

d’ailleurs été décrits également comme des prédicteurs de complications CV chez des patients 

souffrant d’ICR [310, 311]. Cependant, plusieurs études ont montré que NGAL était un 

prédicteur d’incident CV même en l’absence de dysfonction rénale [312–314].  

Finalement, dans une étude suivant des sujets sains pendant 10 ans, un niveau basal de 

NGAL plus élevé était associé à une augmentation de la proportion d’événements cardiaques 

indésirables et de la mortalité en générale, toutes causes confondues [315].  

 

 Chez l’animal, la production de NGAL est augmentée dans le cœur et l’aorte après un 

IM [206] et, en particulier, dans les cardiomyocytes des zones non ischémiques du cœur [266]. 

La production de NGAL est également augmentée dans des cardiomyocytes isolés de rat, en 

réponse à des stimulations par différentes molécules pro-inflammatoires telles que 

l’endothéline 1, l’IL-1b et le TNF-a [266].  
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Dans les artères de patients souffrant d’athérosclérose, l’expression de NGAL a été 

retrouvée dans les cellules endothéliales, dans les cellules musculaires lisses (CML) et dans les 

macrophages, et était associée à la présence de symptômes chez les patients [215]. Le niveau 

de NGAL circulante était de plus associé à la vulnérabilité des plaques [316]. Dans un modèle 

d’athérosclérose chez la souris, NGAL était colocalisée avec les macrophages et la MMP-9 

dans les plaques d’athérome, suggérant un rôle de NGAL dans le remodelage médié par la 

MMP-9, même si l’existence d’une liaison NGAL/MMP-9 n’a pas été clairement démontrée 

chez la souris [206]. La même colocalisation NGAL/MMP-9 était d’ailleurs retrouvée dans le 

cœur de souris après IM [206]. 

 

Dans un modèle d’ischémie cérébrovasculaire chez le rat, une forte augmentation de 

NGAL et de MMP-9 était retrouvée dans l’intima de l’artère carotide commune des animaux 

[205]. Dans ce modèle, le blocage de la voie NF-kB in vivo entraînait une suppression presque 

totale de l’expression de NGAL et de MMP-9, suggérant un rôle central de la signalisation NF-

kB dans leur régulation transcriptionnelle dans ce contexte [205]. In vitro, dans des CML en 

culture, l’expression de NGAL était également induite de manière NF-kB dépendante par un 

traitement avec de l’IL-1b [205].  

 

Le rôle de NGAL a également été mis en évidence dans les lésions cardiaques induites 

par un épisode d’I/R [277, 317]. Dans un modèle de cœur isolé perfusé, les souris KO NGAL 

présentaient une meilleure fonction contractile cardiaque que les souris WT après un épisode 

d’I/R, ainsi qu’une taille d’infarctus réduite [317]. De plus, le traitement des souris KO NGAL 

soumises à l’I/R  avec de la NGAL recombinante entraînait une altération de la récupération 

fonctionnelle cardiaque et une diminution de la fonction mitochondriale [317]. Dans un modèle 

d’I/R après transplantation cardiaque chez la souris, l’utilisation d’anticorps anti-NGAL 
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permettait de diminuer l’infiltration de macrophages et de neutrophiles dans la zone 

ischémique, de réprimer la polarisation M1 des macrophages et d’améliorer les lésions 

cardiaques dues à l’I/R [277].  

 

L’analyse de biopsies de patients présentant un anévrisme de l’aorte abdominale (AAA) 

a permis d’identifier l’expression du complexe NGAL/MMP-9 au niveau de la paroi vasculaire 

ainsi que dans le thrombus présent dans la lumière des vaisseaux. Les neutrophiles 

représentaient la source majeur de l’expression de NGAL dans ce contexte [318]. Dans un 

modèle d’AAA chez la souris, l’absence de NGAL (souris KO NGAL) ou son blocage 

(anticorps anti-NGAL) présentaient les mêmes effets protecteurs contre le développement de 

l’AAA, avec une diminution de l’infiltration des neutrophiles et de l’activité des MMPs [319]. 

 
 

Il a également été montré que NGAL était capable de réduire l’autophagie et d’induire 

une résistance à l’insuline dans les cardiomyocytes de rat. Ces deux facteurs jouent des rôles 

bien établis dans les cardiomyopathies [320]. Une étude récente utilisant un modèle d’IM a 

d’ailleurs montré que les souris KO NGAL présentaient une augmentation de l’autophagie qui 

était associée à une diminution de l’apoptose et à une fonction cardiaque préservée après 

l’infarctus [321].  

 

NGAL a également été associée aux troubles cardiométaboliques. Dans l’obésité chez 

l’homme et l’animal, les niveaux de NGAL circulante sont augmentés et corrélés à 

l’augmentation de la pression artérielle et au niveau de résistance à l’insuline [322]. Une étude 

récente de notre laboratoire a par ailleurs rapporté une augmentation des niveaux plasmatiques 

du complexe NGAL/MMP-9 dans une cohorte de patients obèses en corrélation avec 

l’augmentation de marqueurs circulant de fibrose [323].  
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Dans des modèles animaux d’obésité, les souris KO NGAL étaient protégées contre 

l’hypertension [324, 325], l’inflammation [325, 326] et les dysfonctions endothéliales [324] et 

cardiométaboliques [317, 324, 326] induites par un régime riche en graisse. A l’inverse, 

l’administration conjointe de NGAL recombinante et d’acide linoléique chez la souris WT 

favorisait le stress oxydant, la dysfonction endothéliale, l’inflammation et l’hypertension [325]. 

La désamidation de NGAL (par l’acide linoléique notamment) améliore sa stabilité et favorise 

son accumulation [325].  

 

Comme décrit précédemment, NGAL est connue pour son rôle bactériostatique par 

séquestration du fer. Elle effectue le transport du fer en s’associant à un sidérophore et peut 

augmenter ou diminuer la quantité de fer intracellulaire, participant ainsi à la maintenance de 

l’homéostasie du fer. Il est donc intéressant de noter que la surcharge en fer et la déficience en 

fer ont toutes deux été liées à des cardiomyopathies. La première a été associée à un stress 

oxydant accru et la seconde à une dysfonction mitochondriale, une fonction cardiaque altérée 

[327], un état d’hypercoagulation et un stress oxydant lié à l’anémie [328]. La capacité de 

NGAL à réguler l’homéostasie du fer pourrait donc jouer un rôle important dans la mise en 

place des cardiomyopathies.  

Il a par ailleurs été montré que NGAL participait à l’apoptose des cardiomyocytes en 

entraînant une accumulation de fer intracellulaire [329]. L’apoptose des cardiomyocytes 

pourrait donc influencer le processus de remodelage sous-jacent au développement de certaines 

pathologies cardiaques et notamment de l’IC.  
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3.9 Implication de NGAL dans les effets délétères de l’activation du MR 
 

Les effets secondaires liés à l’utilisation des antagonistes du MR en clinique incitent à 

chercher de nouvelles cibles thérapeutiques plus spécifiques des conséquences 

physiopathologiques de l’activation du MR. Pour ce faire, une meilleure compréhension des 

voies de signalisation en aval du MR est nécessaire. Le MR étant un facteur de transcription, 

cette compréhension passe notamment par l’identification de nouvelles cibles génomiques. 

Comme mentionné précédemment, une étude de notre laboratoire a permis d’identifier 

NGAL comme une nouvelle cible du MR dans le système CV [191]. Une analyse 

transcriptomique globale par puce a ARN a été utilisée afin de comparer les transcrits des cœurs 

de souris WT et de souris transgéniques surexprimant le MR (MRcardio) ou le GR (GRcardio) 

dans les cardiomyocytes. NGAL est alors apparu comme un gène très fortement induit dans le 

cœur des souris MRcardio (x150) et beaucoup moins dans celui des souris GRcardio (x5) 

traduisant une spécificité de son expression par l’activation du MR [191]. Cette spécificité a 

ensuite été vérifiée in vitro dans des cardiomyocytes de rat surexprimant le MR. Le traitement 

de ces cellules avec de l’Aldo ou de la cortisone induisait une augmentation de l’expression de 

NGAL qui était prévenue par un blocage pharmacologique du MR mais pas du GR [191]. 

Finalement, l’utilisation d’une construction plasmidique présentant un gène rapporteur précédé 

du promoteur de NGAL a permis de mettre en évidence la fixation du MR à ce dernier au niveau 

d’une séquence HRE et donc l’activation directe de l’expression de NGAL par le MR [191]. 

Cette induction de l’expression de NGAL par l’activation du MR a par la suite été rapportée 

dans le cœur de souris soumises à un challenge DOCA-sel [330] et chez des souris MRcardio 

traitées avec de l’Aldo [11]. 

 

Etant donné le nombre croissant d’études liant NGAL aux pathologies CV, une étude 

de notre laboratoire par Tarjus et al. a été mise œuvre afin d’élucider l’implication de NGAL 
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dans les effets CV délétères de l’activation du MR. L’utilisation de souris KO NGAL soumises 

au challenge NAS a ainsi permis de démontrer le rôle critique de NGAL dans la 

physiopathologie de l’activation du MR au niveau du système CV. L’invalidation génique de 

NGAL permet en effet de prévenir l’hypertension (Figure 10B), la fibrose (Figure 10C) et 

l’inflammation (Figure 10D) induite par le NAS.  
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Figure 10 – Effets de l’invalidation génique de NGAL sur les effets délétères induits par le 
challenge NAS. 

Le traitement NAS induit une augmentation du niveau de transcription de NGAL (A). L’invalidation 
génique de NGAL permet de prévenir (B) l’augmentation de pression (mesure de pression à la queue), 
(C) l’augmentation de la fibrose périvasculaire (coloration au rouge Sirius) et (D) 
l’inflammation induites par le NAS : (a) augmentation des lésions inflammatoires (région de fibrose 
présentant une forte accumulation de cellules inflammatoires) mesurées sur coupes de cœur marquées 
au trichrome de Masson et (b) augmentation de la concentration plasmatique de la protéine C réactive 
(CRP, marqueur de l’inflammation) dosée par ELISA et exprimée en nombre de fois par rapport au 
groupe témoin WT Sham. #p < 0,05 (test de Mann-Whitney) contre WT. *p < 0,05 **p < 0,01 ***p < 
0,001 ****p < 0,0001 (ANOVA à deux facteurs et post-test de Tukey) entre les conditions. 
D’après Tarjus et al. 2016 [323] et données non publiées du laboratoire. 
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4 – Objectifs de la thèse 
 

Les résultats précédents du laboratoire ont permis de mettre en évidence le rôle crucial 

de NGAL dans la médiation des effets délétères de l’activation du MR dans le système CV 

[323]. Cependant, la source de NGAL impliquée dans ces mécanismes n’a pas été clairement 

identifiée.  

 L’implication des cellules immunitaires dans la mise en place des dommages cardiaques 

et rénaux est maintenant clairement établie [170, 331]. De plus, un nombre croissant d’études 

décrivent le rôle du MR exprimé par les cellules immunitaires dans l’évolution des maladies 

CV [173]. NGAL étant décrite comme une protéine inflammatoire [193, 332–334], nous avons 

émis l’hypothèse que la production de NGAL par les cellules immunitaires pourrait être 

impliquée dans les dommages cardiaques et rénaux induits par l’activation du MR.  

 

Mon projet de thèse comporte deux parties complémentaires. Il vise (1) à étudier la 

spécificité de l’implication de NGAL dans la médiation des effets profibrotiques de l’activation 

du MR dans le système CV et (2) à déterminer les mécanismes mis en œuvre dans ces effets.   

(1) NGAL étant une protéine pro-inflammatoire et profibrotique, nous avons voulu 

savoir si son implication dans les mécanismes de remodelage CV était spécifique de l’activation 

directe du MR dans le challenge NAS, ou si elle pouvait également être impliquée dans d’autres 

modèles profibrotiques. Pour répondre à cette question, nous avons soumis des souris KO 

NGAL à trois modèles profibrotiques différents du challenge NAS utilisé dans l’étude de Tarjus 

et al. Le premier est un modèle de traitement chronique à l’AngII, hormone centrale du SRAA 

(Figure 11 – �). Le second est un modèle de traitement aigu à l’isoprénaline (Figure 11 – �), 

un agoniste b-adrénergique. Et le dernier est un modèle d’infarctus du myocarde par ligature 

d’une artère coronaire (Figure 11 – �). 
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  (2) Afin d’élucider les mécanismes impliquant NGAL dans les effets délétères de 

l’activation du MR, nous avons étudier le rôle de la NGAL produite spécifiquement par les 

cellules immunitaires dans la fibrose et l’inflammation induite par l’Aldo. Pour ce faire, nous 

avons généré des souris chimériques présentant une déplétion de NGAL dans les cellules 

immunitaires et nous les avons soumises au challenge NAS (Figure 11 – �).  

  

 

Figure 11 – Présentation schématique des axes de recherche de la thèse 
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II. MATERIEL & METHODES 
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Les méthodes utilisées dans les études en cours de publication sont décrites dans les 

articles 1 (chapitre IV-1.3) et 2 (chapitre IV-2). Les méthodes utilisées dans les études non 

publiées sont présentées ici. Le modèle de transplantation de moelle osseuse utilisée dans 

l’article 2 est également décrit ici en plus grands détails.     

 

1 – Modèles animaux 
 

1.1 Invalidation génique constitutive et totale de NGAL  
 
Afin de pouvoir étudier l’implication de NGAL dans les effets délétères de différents 

modèles profibrotiques, nous avons réalisé nos expériences sur des souris présentant une 

invalidation génique constitutive et totale de NGAL (souris KO NGAL). Ce modèle murin a 

été établi sur fond génétique C57Bl6 dans le laboratoire de Tak W. Mak (Institut du Cancer de 

l’Ontario, Toronto, Canada). L’invalidation de NGAL est obtenue par l’insertion d’une cassette 

Néo dans le gène de NGAL [224]. Les souris sauvages (WT) servant de témoin pour nos 

expériences sont des souris WT « littermates » provenant de la même lignée. 

 

1.2 Déplétion de NGAL dans les cellules immunitaires  
 
 Afin d’analyser le rôle de la NGAL produite par les cellules immunitaires dans les effets 

délétères de l’activation du MR, nous avons réalisé un modèle de transplantation de moelle 

osseuse en partenariat avec l’animalerie de la Pitié Salpêtrière (Figure 12). Des souris WT sur 

fond génétique C57Bl6 ont été irradiées (deux irradiations de 5 Grays à 5h d’intervalle) puis 

transplantées avec de la moelle osseuse (10 millions de cellules) provenant de souris WT ou 

KO NGAL. Ce modèle nous a donc permis d’obtenir des souris présentant une invalidation 

génique de NGAL uniquement dans les cellules de la moelle osseuse, et donc dans les cellules 

immunitaires. Après une période de récupération de 3 mois, nous avons ensuite soumis les 
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souris au challenge Néphrectomie-Aldostérone-Sel (Aldo à 200µg/kg/jour, NaCl 1%) pendant 

6 semaines (Figure 12). 

 Le modèle de transplantation de moelle osseuse est invasif et les souris irradiées sont 

fragiles. Dans nos premiers essais, la mortalité des souris était importante, en particulier chez 

les souris transplantées avec de la moelle WT (20% de mortalité contre 5% chez les souris 

transplantées avec de la moelle KO). De plus, la néphrectomie entraînait une hypotension chez 

certaines souris, ce qui rendait l’analyse des effets du NAS sur la pression artérielle impossible. 

Nous avons donc finalement décidé d’effectuer une sélection des souris avant de les soumettre 

au challenge NAS. Après la période de récupération, toutes les souris étaient néphrectomisées, 

puis leur pression artérielle était mesurée. Seuls les animaux chez lesquels la néphrectomie était 

sans effet sur la pression artérielle étaient ensuite inclus dans le protocole expérimental (Figure 

12). 

 

1.3 Traitement à l’angiotensine II 
 

Les souris ont été anesthésiées par injection intrapéritonéal de kétamine et xylazine. Des 

minipompes osmotiques (Alzet, Etats-Unis) ont ensuite été implantées en sous-cutané sur le 

flanc des animaux, permettant de délivrer de l’AngII à une dose de 1 mg/kg/jour (Sigma-

Aldrich, Etats-Unis) (animaux WT + Ang II et KO + AngII). Les souris ont ensuite été sacrifiées 

après 3 jours ou 3 semaines de traitement (Figure 13). 
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Figure 12 – Protocole de transplantation de moelle osseuse / challenge NAS 

MO : Moelle Osseuse, Gy : Gray 

 

 
Figure 13 – Protocoles de traitement à l’angiotensine II 
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1.4 Traitement à l’isoprénaline 
 

1.4.1 Modèle de traitement chronique à l’isoprénaline 

De la même manière que pour l’AngII, des souris WT ont été implantées avec des 

minipompes osmotiques délivrant 35, 45, ou 60 mg/kg/jour d’isoprénaline. Les souris ont 

ensuite été sacrifiées 14 (pour la dose de 45mg/kg/jour) ou 28 jours après le début du traitement 

(Figure 14A).  

 

1.4.2 Modèle de traitement aigu à l’isoprénaline 

Des souris WT ou KO NGAL ont reçu 2 injections sous-cutanées par jours pendant deux 

jours d’isoprénaline à 150 mg/kg/injection. Les souris SHAM étaient injectées avec du sérum 

physiologique, solvant de l’isoprénaline. Les souris ont ensuite été sacrifiées 28 jours après la 

première injection (Figure 14B).  

 

 
Figure 14 – Protocoles de traitement à l’isoprénaline 

Traitement (A) chronique et (B) aigu à l’isoprénaline. 
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2 – Mesure de la pression artérielle 
 

La pression artérielle systolique ainsi que la fréquence cardiaque des souris ont été 

mesurées à la queue (méthode de tail-cuff plethysmography) avec un appareil BP2000-Série 2 

de chez Visitech Systems (Bioseb, Chaville, France) chez des souris conscientes, après une 

habituation de 4 jours précédant le début du traitement. Pour le traitement chronique à l’AngII, 

des mesures de pressions ont été réalisées 3 jours par semaine. Pour les protocoles de traitement 

chronique ou aigu à l’Iso, des mesures de pressions ont été réalisées tous les jours de la semaine 

précédant le sacrifice des animaux.  

 

3 – Biologie moléculaire 
 

3.1 Extraction et dosage de l’ARN des organes 
 

Les apex des cœurs des souris ont été déposés dans des tubes à billes (Lysing matrix D, 

MP biomedicals, Etats-Unis) contenant 750 µL de Trizol (Life Technologies, Etats-Unis) puis 

broyés pendant 40 s à une vitesse de 6 m/s grâce à l’appareil Fasprep (MP biomedicals, Etats-

Unis).  200 µL de chloroforme (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) ont ensuite été ajoutés aux broyas 

afin d’extraire l’ARN et le mélange a été centrifugé 15 min à 16000g et 4°C. La phase aqueuse 

supérieure d’environ 400 µL contenant l’ARN a été récupérée et mélangée à 400 µL 

d’isopropanol (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) afin de le faire précipiter. Après centrifugation du 

mélange pendant 10 min à 16000g, à 4°C, le culot contenant l’ARN a été lavé avec de l’éthanol 

à 70% frais, puis resuspendu dans 50 µL d’eau DNAse/RNAse free (Qiagen, Allemagne). La 

concentration des solutions d’ARN obtenues de cette manière a finalement été mesurée en 

utilisant un spéctrophotomètre à une longueur d’onde de 260 nm (Thermoscientific, Etats-Unis) 

et les échantillons ont été stockés à - 80°C. 

 

  



	 66	

3.2 Rétrotranscription et PCR quantitative 
 

10 µg d’ARN de cœur ont été traités à la DNAse (Qiagen, Allemagne) dans du tampon 

RDD (Qiagen, Allemagne) et 2 µg d’ARN traités ont ensuite été hybridés avec des amorces 

non spécifiques (Random Primers, Life Technologies) pendant 10 min à 70°C puis 

rétrotrancrits pendant 1h à 42°C à l’aide de l’enzyme M-MLV (Life Technologies) dans un 

volume final de 39 µL (24 µL de solution d’ARN traité à la DNAse + 8 µL de Tampon 5X 

(Life Technologies) + 4 µL de DTT (Life Technologies) + 2 µL de dNTP à 10 mM (Life 

Technologies) + 1 µL d’enzyme M-MLV). Les ADNc concentrés obtenus ainsi ont ensuite été 

dilués afin d’obtenir des solutions à 1ng/µL. Une gamme de dilution permettant d’évaluer 

l’efficacité de la qPCR a également été réalisée en additionnant 6 µL de chacun des échantillons 

d’ADNc concentrés. Le premier point de gamme a été établi par une dilution de ce mélange au 

dixième et les quatre points suivant par dilutions successives au tiers. 

La quantification de l’expression des gènes d’intérêt a été réalisée par qPCR en ajoutant 

15 µL de mélange de réaction dans les 96 puits d’une plaque de qPCR (Biorad, Etats-Unis) 

contenant 6 µL d’ADNc à 1ng/µL ou de gamme, 1,5 µL d’amorces sens et antisens (5 mM) 

spécifiques du gène d’intérêt (Eurogentec, Belgique) et 9 µL d’un mix de qPCR contenant 

notamment du SYBR Green et de l’ADN polymérase (iQ SYBR Green Supermix, Biorad). 

L’amplification a été réalisée à l’aide d’un thermocycleur C1000 (Biorad, Etats-Unis) avec un 

cycle de dénaturation initiale de l’ADNc (95°C pendant 10 min) suivi de 40 cycles de 

dénaturation (95°C pendant 15 s), d’hybridation et d’élongation (60°C pendant 1 min). Les 

amorces utilisées sont les suivantes (Tableau 1) : 

 

 

 

 



	 67	

Amorces Séquence sens (5' - 3') Séquence antisens (3' - 5') 

18S CGC CGC TAG AGG TGA AAT TC TCT TGG CAA ATG CTT TCG C 

UBC CGG AGT CGC CCG AGG TCA CA GGG CTC GAC CTC CAG GGT GAT 

b-actine TTC TAC AAT GAG CTG CGT GTG CAG GTC CAG ACG CAG GAT 

NGAL ATG TGC AAG TGG CCA CCA CG CGC ATC CCA GTC AGC CAC AC 

ANF CTC GTC TTG GGC TTT TGG TCG GGG AGG GAG CTA AGT 

CTGF AAC CGC AAG ATC GGA GTG TGC A TCC TCG CAG CAT TTC CCA GGC A 

Col-1 CCC CGG GAC TCC TGG ACT T CCC CGG GAC TCC TGG ACT T 

Col-3 CT GGA GCC CCT GGA CTA ATA G GCC CAT TTG CAC CAG GTT CT 

TGF-b TGC GCT TGC AGA GAT TAA AA CTG CCG TAC AAC TCC AGT GA 

MCP-1 ATC CCA ATG AGT AGG CTG GAG AGC CAG AAG TGC TTG AGG TGG TTG TG 

CD-68 ACA AGG GAC ACT TCG GGC CA GTC GTC TGC GGG TGA TGC AG 

OPN CCT GGC TGA ATT CTG AGG GAC CTG CTT CTG AGA TGG GTC AGG 

Fibronectine CCA CCC CCA TAA GGC ATA GG GTA GGG GTC AAA GCA CGA GTC ATC 

Tableau 1 – Séquences des amorces utilisées pour la qPCR 

 

4 – Analyses histologiques 

 

4.1 Marquage et quantification de la fibrose 
 

Au moment du sacrifice, la tranche médiane du cœur des souris était placée dans du PFA 

à 4% pour fixation. Le lendemain, ces morceaux de cœur étaient lavés 3 fois 20 min dans du 

PBS puis stockés à 4°C dans de l’éthanol à 70%. Les organes étaient ensuite inclus en paraffine 

(McCormick Scientific, Etats-Unis) et des coupes de 5 µm étaient réalisées avec un microtome 

(RM 2125 RT Leica, Wetzlar, Germany).  

Pour l’étude de la fibrose, des coupes de cœur ont été marquées au rouge Sirius afin de 

révéler les dépôts de collagène. Les coupes ont d’abord été déparaffinées dans des bains 

successifs de xylènes (deux bains de 10 min) (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) et d’éthanol 100% 

(2 min), 90% (2 min) et 70% (2 min). Elles ont ensuite été colorées au rouge Picro-Sirius (0,1% 

de rouge Sirius dilué dans de l’acide picrique) pendant 1h puis rincées à l’eau courante. Les 

coupes marquées ont finalement été déshydratées par des bains successifs d’éthanol à 70% (2 

min), 90% (2 min) et 100% (2 min) et de xylènes (deux bains de 10 min) avant d’être montées 
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sous lamelle en utilisant un produit de montage eukitt (O.Kindler GmbH, Allemagne). Des 

images des coupes ont été réalisées en utilisant un microscope Leica DM4000B couplé au 

logiciel Leica Application Suite (Leica, Wetzlar, Germany). La quantification de la fibrose a 

ensuite été réalisée grâce à l’utilisation du logiciel Fiji. Pour la mesure de la fibrose interstitielle, 

l’aire de la surface rouge correspondant aux dépôts de collagène a été divisée par l’air de tissu 

total, ce qui a permis d’obtenir un pourcentage de fibrose. Ces mesures ont été effectuées sur 

des images en grossissement x100 couvrant le cœur entier. Pour la mesure de la fibrose 

périvasculaire, l’aire de la surface rouge entourant les vaisseaux a été divisée par l’aire des 

vaisseaux correspondants afin d’obtenir une quantification relative de la fibrose exprimée en 

unités arbitraires (U.A). Ces mesures ont été effectuées sur 6 à 12 images de vaisseaux par cœur 

au grossissement x400.  

 

4.2 Immunohistochimie  
 

Afin de réaliser un immunomarquage anti-NGAL, des coupes de cœur inclus en paraffine 

ont été déparaffinées comme pour le marquage au rouge Sirius et traitées à l’H2O2 à 3% pendant 

10 min afin de bloquer l’activité peroxydase endogène du tissu. Les coupes ont ensuite été 

bloquées avec du sérum normal de cheval à 1% (NHS) dans du PBS pendant 30 min. Après le 

blocage, les coupes ont d’abord été incubées pendant 1h avec un anticorps primaire anti-NGAL 

produit chez la chèvre (R&D Systems, Etats-Unis) puis incubées pendant 30 min avec un 

anticorps secondaire anti-chèvre biotinylé (Vector Laboratories, Royaume-Unis) dilués 

respectivement à 1/100 et 1/400 dans du tampon de blocage (NHS 1%). Les coupes ont ensuite 

été incubées pendant 30 min avec une solution de streptavidine-HRP (Kit Vectastain ABC, 

Vector Laboratories), permettant de lier la peroxydase de radis (HRP) aux anticorps secondaires 

biotinylés grâce à l’affinité entre la streptavidine et la biotine. Finalement, un substrat coloré 

de la HRP, le 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) (DAB Substrate Kit, BD Biosciences, Etats-Unis), 
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a été ajouté aux coupes pendant 10 min, permettant de révéler les anticorps secondaires et donc 

NGAL par une coloration marron.  

 

5 – Analyses statistiques 
 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± erreur type de la moyenne (SEM). 

Les analyses statistiques sur deux groupes ont été réalisées par un équivalent non paramétrique 

du t-test adapté aux petits échantillons, le test de Mann-Whitney. Les analyses statistiques sur 

trois groupes ont été réalisées par un équivalent non paramétrique de l’ANOVA à un facteur 

adapté aux petits échantillons, le test de Kruskal-Wallis, suivi du post-test de comparaisons 

multiples de Dunns. Les analyses statistiques sur les pressions artérielles ou sur quatre groupes 

ont été réalisées par ANOVA à deux facteurs (temps et traitement ou génotypes et traitement) 

suivie du post-test de comparaisons multiples de Tukey. Les analyses statistiques ont été 

réalisées à l’aide du logiciel GraphPad Prism (V.6.01). Des valeurs de p < 0,05 ont été 

considérées comme significatives. 
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IV. RESULTATS 
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1 – Spécificité du rôle de NGAL dans la fibrose induite par l’activation du MR 
 
Les travaux récents de notre laboratoire ont permis de mettre en évidence le rôle 

primordial de NGAL dans les effets délétères de l’activation du MR par l’Aldo et, en particulier, 

son implication dans les mécanismes profibrotiques [323]. Nous avons voulu savoir si 

l’implication de NGAL dans ces mécanismes était spécifique des effets de l’activation du MR 

par l’Aldo ou si NGAL pouvait également jouer un rôle dans d’autres modèles de fibrose 

cardiaque. Pour répondre à cette question, nous avons étudié l’effet de l’invalidation génique 

de NGAL dans 3 modèles de fibrose cardiaque différents du challenge NAS : 

1.1 Un modèle de traitement à l’Angiotensine II 

1.2 Un modèle de traitement à l’Isoprénaline 

1.3 Un modèle d’infarctus du myocarde par ligature de l’artère coronaire gauche 

 

1.1 Modèle de traitement à l’Angiotensine II 
 

Le traitement à l’AngII est un modèle de pathologie CV couramment utilisé chez le 

rongeur. Une infusion chronique d’AngII induit une hypertension artérielle ainsi qu’une 

hypertrophie et une fibrose cardiaque [335]. Des données obtenues par une équipe 

collaboratrice au Pays-Bas (Stéphane Heymans, Pays-Bas) ont permis de mettre en évidence 

une augmentation de l’expression de NGAL dans le cœur de souris traitées avec de l’AngII. 

Cet effet est précoce et transitoire, avec une très forte induction de NGAL dans les premiers 

jours de traitement mais qui diminue rapidement et disparait après une semaine de traitement 

(Figure 15A).  De manière intéressante, cette augmentation précoce de l’expression de NGAL 

est associée à une induction de l’infiltration immunitaire dans le cœur des souris traitées qui 

suit le même profil transitoire (Figure 15B).  
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Figure 15 – Cinétique de l’expression de NGAL et de l’infiltration immunitaire dans le cœur de 
souris soumises à un traitement à l’AngII (2,5mg/kg/jour) 

(A) Mesure de l’abondance cardiaque relative de l’ARNm codant pour NGAL par qPCR, à chaque 
temps, exprimée en nombre de fois par rapport au groupe témoin (Sham). La normalisation de 
l’abondance a été effectuée par rapport au gène de ménage GAPDH. (B) Quantification de 
l’immunomarquage anti-CD45+ (marqueur commun des leucocytes) réalisé sur coupe de cœur. 
Groupe Sham (n = 6) et n = 5 à chaque temps. *p < 0,05 **p < 0,01 (test de Mann-Whitney) contre 
Sham. Données non publiées de l’équipe de Stéphane Heymans, Pays-Bas.  

 

1.1.1 Modèle de traitement aigu à l’Angiotensine II 

L’expression de NGAL induite par l’AngII étant précoce, nous nous sommes placé à un 

temps précoce afin d’étudier son implication potentielle dans les effets de l’AngII. Nous avons 

donc traité des souris invalidées (KO NGAL) ou non (WT) pour NGAL avec de l’AngII pendant 

3 jours à une dose modérée de 1mg/kg/jour.  

Les souris WT et KO NGAL traitées présentaient une augmentation similaire de pression 

artérielle systolique après 3 jours d’AngII (Figure 16A). L’invalidation génique de NGAL ne 

prévient donc pas l’augmentation de pression induite par un traitement aigu à l’AngII. Les 

souris WT traitées présentaient par ailleurs une hypertrophie cardiaque (Figure 16B) ainsi 

qu’une induction de l’expression cardiaque de NGAL (Figure 16C) et des marqueurs 

profibrotiques Col-1, Col-3, CTGF (Figure 16D) et pro-inflammatoires MCP-1, Ostéopontine, 

et CD68 (Figure 16E). Certains de ces effets étaient également observés chez les souris KO 
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traitées (induction de Col-1, Col-3, Ostéopontine) alors que d’autres semblaient partiellement 

prévenus par l’invalidation génique de NGAL (hypertrophie cardiaque, induction de CTGF, 

MCP-1, CD68) mais sans qu’aucune différence significative ne puisse être établie en 

comparaison des souris WT traitées.  

 

 
Figure 16 – Effets d’un traitement aigu à l’AngII sur la pression artérielle et le cœur  

Effets de trois jours d’AngII sur (A) la pression artérielle systolique, (B) le poids du cœur et 
l’expression cardiaque des marqueurs (C) profibrotiques Col-1, Col-3, CTGF et (E) pro-
inflammatoires MCP-1, Ostéopontine, CD68 chez les souris WT et KO NGAL. n = 7 à 8. *p<0,05 
**p < 0,001 contre WT. 
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1.1.2 Modèle de traitement chronique à l’Angiotensine II 

Nous avons ensuite voulu analyser l’implication potentielle de l’induction précoce de 

NGAL dans les effets profibrotiques d’un traitement chronique à l’AngII. Nous avons donc 

traité des souris WT et KO NGAL avec de l’AngII à la même dose de 1 mg/kg/jour mais 

pendant 3 semaines.  

 

1.1.2.1 L’invalidation génique de NGAL ne prévient pas l’hypertension artérielle induite 
par un traitement chronique à l’AngII 

 
Afin d’étudier l’effet de l’invalidation de NGAL sur l’augmentation de pression artérielle 

induite par l’AngII, nous avons réalisé des mesures de pression durant les trois semaines de 

traitement (Figure 17A). Après une semaine, la pression artérielle des souris traitées était 

significativement augmentée par rapport aux souris témoins (environ 146 mmHg contre 118 

mmHg) et est restée élevée jusqu’à la fin du traitement (environ 157 mmHg contre 110 mmHg 

à 3 semaines de traitement). Cependant, aucune différence de pression n’a pu être observée 

entre les souris WT et KO traitées à l’AngII (Figure 17A). L’invalidation génique de NGAL ne 

prévient donc pas l’augmentation de pression induite par le traitement chronique à l’AngII. 

 

1.1.2.2 L’invalidation génique de NGAL ne prévient pas la fibrose cardiaque induite par 
un traitement chronique à l’AngII 
 
Après 3 semaines de traitement, les souris traitées avec l’AngII présentaient une 

hypertrophie cardiaque (Figure 17C), une induction de marqueurs de remodelage (ANF, CTGF, 

Col I et Col III) (Figure 17B) ainsi qu’une fibrose interstitielle et périvasculaire importante 

révélée par marquage au rouge Sirius sur coupe de cœur (Figure 17C). Cependant, aucun de ces 

effets délétères induits par le traitement à l’AngII n’était prévenu chez les souris KO. 
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Figure 17 – Effets d’un traitement chronique à l’AngII sur la pression artérielle et le remodelage 
cardiovasculaire 

(A) Evolution de la pression artérielle systolique des souris au cours du traitement à l’AngII. (B) 
Niveaux d’expression cardiaque des marqueurs profibrotiques ANF, CTGF, Col-1 et Col-3 mesurés 
par qPCR. (C) Hypertrophie et fibrose cardiaque induites par le traitement à l’AngII. n = 4 à 6. 
*p<0,05 ***p < 0,0001 contre WT. 
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1.1.2.3 L’AngII n’induit pas d’inflammation ou d’expression de NGAL après 3 semaines 
de traitement 
 
Le niveau d’expression de NGAL mesuré par qPCR n’était pas augmenté chez les souris 

traitées après 3 semaines d’AngII (Figure 18A). Ce résultat était retrouvé au niveau protéique 

par une absence d’immunomarquage anti-NGAL similaire chez les souris traitées et témoins 

(Figure 18B). Ce dernier résultat manque cependant de robustesse car, en l’absence de contrôle 

positif, nous n’avons pas pu vérifier la validité de l’immunolocalisation. De manière 

intéressante, l’analyse de l’expression de marqueurs pro-inflammatoires (TGF-b, MCP-1 et 

CD-68) n’a pas révélé de statut inflammatoire cardiaque chez les souris traitées après 3 

semaines d’AngII (Figure 18C). 

 

 

Figure 18 – Effets de l’AngII sur l’expression de NGAL et l’inflammation cardiaque 

(A) Niveaux d’expression cardiaque de NGAL mesurés par qPCR. (B) Immunomarquage anti-NGAL 
sur coupe de cœur. (C) Niveaux d’expression cardiaque des marqueurs pro-inflammatoires TGF-b, 
MCP-1 et CD-68 mesurés par qPCR. n = 4 à 6.  
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1.2 Modèle de traitement à l’isoprénaline 
 
L’isoprénaline (Iso), également appelée isoprotérénol, est un agoniste b-adrénergique 

capable d’induire une augmentation de la fréquence et de la contractilité cardiaque. Le 

traitement pharmacologique à l’Iso est un modèle de pathologie CV induisant une nécrose des 

cardiomyocytes et une fibrose cardiaque [335].  

 

1.2.1 Modèle de traitement chronique à l’isoprénaline 

Afin de mettre au point le modèle de fibrose cardiaque induite par traitement chronique à 

l’Iso, nous avons testé différentes doses décrites dans la littérature : 35, 45 et 60 mg/kg/jour 

pendant 14 ou 28 jours [336–338]. Notre protocole était efficace, comme en atteste 

l’augmentation du rythme cardiaque observée chez les souris traitées (Figure 19A), mais 

aucunes des doses testées n’a permis d’induire de fibrose cardiaque chez la souris C57Bl6 dans 

nos conditions expérimentales (Figure 19B).  

 

 
Figure 19 – Effets cardiaque du traitement chronique à l’isoprénaline 

Effet du traitement chronique à l’Iso à une dose de 35mg/kg/jour pendant 28 jours sur (A) la fréquence 
cardiaque et (B) la fibrose cardiaque des souris. n = 5. **p<0,01 contre Sham. 

 

1.2.2 Modèle de traitement aigu à l’isoprénaline 

Face à l’absence de fibrose dans le modèle chronique, nous avons décidé de tester un 

modèle profibrotique de traitement aigu à forte dose d’Iso utilisé récemment par Vergaro et al. 
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[339] : 2 injections par jour d’Iso à 150 mg/kg/injection pendant 2 jours. Suite aux injections, 

nous avons évalué la fibrose cardiaque 28 jours plus tard. Comme pour le traitement à l’AngII, 

nous avons étudié l’implication potentielle de NGAL dans les effets profibrotiques de l’Iso 

grâce à l’utilisation de souris KO NGAL. 

 

Au moment du sacrifice, les souris injectées à l’Iso avaient une pression artérielle (Figure 

20A) et une fréquence cardiaque (Figure 20B) normales ainsi qu’un cœur de poids similaire 

aux souris témoins (Figure 20F). L’expression cardiaque de NGAL était augmentée chez les 

souris traitées à l’Iso (Figure 20C). De plus, le cœur des souris traitées présentait une fibrose 

cardiaque (Figure 20F) ainsi qu’une légère augmentation (non significative) de l’expression de 

marqueurs profibrotiques (Figure 20D). Ces effets profibrotiques de l’Iso n’étaient cependant 

pas prévenus chez les souris KO. Par ailleurs, l’exploration de marqueurs pro-inflammatoires 

(Figure 20E) n’a pas permis de mettre en évidence de statut inflammatoire cardiaque chez les 

souris traitées 4 semaines après l’injection d’Iso.  
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Figure 20 – Effets du traitement aigu à l’isoprénaline 

Effet du traitement aigu à l’Iso sur (A) la pression artérielle systolique, (B) la fréquence cardiaque, (D) 
l’expression cardiaque de NGAL et des marqueurs (E) profibrotiques Col-1, Col-3, fibronectine et pro-
inflammatoires MCP-1, Ostéopontine, CD68 ainsi que (F) sur le poids du cœur et la fibrose cardiaque 
chez les souris WT et KO NGAL. n = 8 à 13. *p<0,05 **p<0,01 contre Sham. 
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1.3 Modèle d’infarctus du myocarde par ligature de l’artère coronaire gauche 
 
Les résultats de ce chapitre, résumés ici en français, ont été obtenus en étroite 

collaboration avec une équipe de Rouen (Antoine Ouvrard-Pascaud, Rouen) et sont acceptés 

pour publication dans le journal Hypertension. L’article, rédigé par Ernesto Martinez-Martinez, 

post-doctorant dans notre laboratoire, est inséré dans les pages suivantes.  

 

La ligature coronaire gauche est un modèle classique d’infarctus du myocarde (IM) chez 

le rongeur. L’ischémie induite par la ligature entraîne une nécrose myocardique et une fibrose 

interstitielle associée à une dégradation de la fonction cardiaque [335]. Afin d’étudier 

l’implication potentielle de NGAL dans les conséquences délétères de l’IM, nous avons une 

nouvelle fois utilisé des souris KO NGAL que nous avons soumises à une ligature coronaire 

gauche, réalisée par nos collaborateurs de Rouen.  

 Une semaine après l’IM, le niveau cardiaque de NGAL était augmenté chez les souris 

ligaturées et cette augmentation était prévenue par un traitement avec de la finérénone, un 

antagoniste du MR. La fibrose interstitielle cardiaque induite par l’IM trois mois après 

l’opération était moins importante chez les souris KO ligaturés (KO-IM) que chez les souris 

WT ligaturées (WT-IM). Les analyses fonctionnelles réalisées par nos collaborateurs de Rouen 

ont de plus mis en évidence une fonction cardiaque améliorée chez les souris KO-IM par rapport 

aux souris WT-IM, avec une meilleure contractilité et une meilleure compliance ventriculaire 

gauche, ainsi qu’un volume d’éjection systolique et un débit cardiaque augmentés.  

Par ailleurs, l’utilisation de fibroblastes cardiaques humains en culture a permis 

d’explorer le rôle profibrotique de la cascade Aldo/MR/NGAL in vitro. Le traitement de ces 

cellules avec de l’Aldo (10-8M) induisait une augmentation de l’expression de NGAL ainsi 

qu’une augmentation de la production de Col-1. Le traitement des cellules avec de la NGAL 

recombinante humaine induisait également la production de Col-1. Ces résultats soulignent 
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donc le rôle profibrotique direct de l’Aldo et de NGAL dans ce modèle cellulaire. De manière 

intéressante, l’induction de Col-1 par l’Aldo était bloquée par l’ajout de finérénone ou d’un 

siRNA anti-NGAL, indiquant donc que cet effet profibrotique passe par l’activation du MR et 

par l’induction de l’expression de NGAL qui en résulte. Enfin, l’utilisation d’un inhibiteur de 

la voie NFkB prévenait les effets profibrotiques de l’Aldo et de NGAL dans les fibroblastes 

cardiaques humains, mettant en évidence le rôle important de cette voie de signalisation dans 

la médiation des effets profibrotiques de la cascade Aldo/MR/NGAL.  
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ABSTRACT 

Myocardial Infarction (MI) is accompanied by cardiac fibrosis, which contributes to cardiac 

dysfunction. Mineralocorticoid receptor (MR) antagonists have beneficial effects in patients 

with left ventricle (LV) dysfunction after MI. We herein investigated the role of the MR target 

Neutrophil Gelatinase–Associated Lipocalin (NGAL) in post-MI cardiac damages.  

Both higher baseline NGAL and a greater increase in serum NGAL levels during follow-up 

were significantly associated with lower six-month LV ejection fraction recovery in a cohort of 

119 post-MI patients, as assessed by cardiac magnetic resonance imaging. NGAL protein levels 

increased in the LV at seven days post-MI in wild type mice with left coronary artery ligation 

(WT-MI). This effect was prevented by treatment with the non-steroidal MR antagonist 

finerenone (1mg/kg/day). NGAL knock-out mice with MI (NGAL KO-MI) had lower LV 

interstitial fibrosis and inflammation, better LV contractility and compliance, and greater stroke 

volume and cardiac output than WT-MI at three months post-MI. Aldosterone (10-8M) 

increased NGAL expression in cultured human cardiac fibroblasts. Cells treated with 

aldosterone or NGAL (500 ng/ml) showed increased production of collagen type I. The effects 

of aldosterone were abolished by finerenone (10-6M) or NGAL knock-down. This NGAL-

mediated activity relied on NFκB activation, confirmed by use of the NFκB specific inhibitor 

BAY11-7082, which prevented the effect of both aldosterone and NGAL on collagen type I 

production. 

In conclusion, NGAL, a downstream MR activation target, is a key mediator of post-MI cardiac 

damage. NGAL may be a potential therapeutic target in cardiovascular pathological situations 

in which MR is involved. 

 

Keywords: fibrosis, mineralocorticoid receptor, myocardial infarction, neutrophil gelatinase–

associated lipocalin.  
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INTRODUCTION 

Myocardial infarction (MI) is increasing worldwide and is a major cause of death in 

industrialized countries, with approximately 25% of patients developing congestive heart 

failure (HF).1 MI is associated with adverse left ventricular (LV) remodeling,  involving 

cardiomyocyte hypertrophy and cardiac fibrosis, which together contribute to alterations in 

cardiac architecture and ischemic HF.2 Identification of novel therapeutic targets to reduce 

cardiac remodeling, post-infarct, is a current challenge. 

Aldosterone, via activation of the mineralocorticoid receptor (MR), is a key regulator of blood 

pressure and electrolytic balance.3 It plays an important role in cardiac remodeling via the MR, 

promoting inflammation, fibrosis, and hypertrophy.4-6  Previous studies have demonstrated the 

beneficial effects of mineralocorticoid receptor antagonists (MRAs) in preclinical models of 

MI7 and in patients with HF following MI. The Eplerenone Post-Acute Myocardial Infarction 

Heart Failure Efficacy and Survival Study (EPHESUS)8 reported that the addition of eplerenone 

to standard medical therapy improved survival in patients with LV dysfunction after MI. The 

beneficial effects of MRAs, post-MI, have also been demonstrated in patients without HF.9 A 

recent study has demonstrated that a nonsteroidal MRA, finerenone, improved LV and coronary 

function post-MI.10 Despite accumulating evidence that MRAs are beneficial in MI, a better 

understanding of the underlying mechanism linking MR activation and its impact on MI is 

critical and may help to identify new biotargets in MI.   

Lipocalin 2 (Lcn2), also known in humans as neutrophil gelatinase–associated lipocalin 

(NGAL) or oncogene 24p3, was previously identified as a novel MR target in the cardiovascular 

system.11-13 NGAL is a 25 kDa glycoprotein belonging to the lipocalin superfamily.14, 15 In a 

recent study from our group, we demonstrated that NGAL plays a key role in blood pressure 

and cardiovascular extracellular matrix (ECM) remodeling after MR activation. Genetic NGAL 

inactivation in mice blunted hypertension and vascular fibrosis induced by aldosterone-salt 
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challenge.12 We hypothesized that the MR target NGAL is a key factor in the development of 

cardiac fibrosis and cardiac dysfunction induced by MI, as MR activation is associated with 

deleterious effects in MI.  

We studied the direct effects of NGAL on cardiac function and ECM remodeling by combining 

a clinical survey of NGAL serum levels in a cohort of post-MI-patients and preclinical studies 

in NGAL knockout mice subjected to left coronary artery ligations. We explored underlying 

mechanisms in primary cultures of human cardiac fibroblasts, one of the major cellular 

components of the heart.  
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METHODS 

Detailed methods are available in the supplemental material 

 

Post-myocardial infarction cohort 

The study population was comprised of 119 patients who were successfully reperfused 

following a first acute STEMI, included in a prospective monocentric cohort study (Relation 

Between Aldosterone and Cardiac Remodeling After Myocardial Infarction - REMI Study), 

performed in a university hospital between April 2010 and December 2013.16 Patients 

underwent cardiac magnetic resonance (CMR) during the first four days of the acute event and 

at the six-month follow-up. The study was approved by an institutional review committee and 

the subjects gave informed consent. It was sponsored by the Nancy CHRU. 

 

Myocardial infarction 

Experiments conformed to the 2010/63 directive of the EU and the Guide for Care and Use of 

Laboratory Animals of the US National Institute of Health (No.85-23). Left coronary artery 

ligations were performed in eight-week-old male NGAL KO C57BL/6J mice (NGAL KO-MI, 

n = 6-13) and wild type littermates (WT-MI; n = 6-13) under anesthesia (3.6mg/kg xylazine, 

IP, plus 2% isoflurane). Analgesia was induced using buprenorphine (0.05 mg/kg, SC) just after 

induction of anesthesia and after 6, 12, 24, and 48 h following coronary artery ligation. The 

snare was not tied for sham-operated mice (WT-Sham; n=6-9). Finerenone (1 mg/kg/day) was 

administered as a food additive for seven days, starting the day after MI (Fine-MI). 

 

Cell culture 

Human cardiac fibroblasts were obtained from Promocell and maintained in medium 

(Fibroblast Media 3). Cells were cultured according to the manufacturer´s instructions and used 

http://www.rapport-gratuit.com/
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between passages 5 and 7. Cells were stimulated with aldosterone (10-8 M, Sigma), finerenone 

(10-6 M, Bayer), or recombinant hNGAL (500 ng/mL, R&D Systems) for 24 h for protein 

analysis. The doses were chosen based on previous studies.6, 12 

For the study of the intracellular pathways, cells were treated with recombinant hNGAL for 5, 

10, 30, and 60 min. The chemical inhibitors PD98059 (Sigma Aldrich) and BAY 11-7082 

(Sigma Aldrich) were added at 10-5 mol/L 1 h prior to NGAL stimulation. 

 

Statistics 

Data are presented as the means ± SEM. Student’s t test (2-tailed) was used to compare paired 

groups of independent samples. ANOVA with Bonferroni adjustment for post-hoc tests was 

used for multiple comparisons.  

Continuous data from the REMI cohort are presented either as the means + SD or the median 

(25-75 percentile). A paired t-test was used to compare values obtained at baseline and six 

months. The associations between baseline NGAL levels and changes in NGAL levels with 

LVEF recovery were evaluated using multivariable linear regression models. The outcome 

variable of this model was the change in the LVEF between baseline and six months, expressed 

as a continuous variable. Thus, a positive Beta value provided by the linear regression model 

indicates greater LVEF recovery (i.e. an increased LVEF within six months of the baseline 

evaluation). Adjustment variables were selected a priori based on their known association with 

post-myocardial infarction remodeling. 

Data analysis was performed using GraphPad Prism V6.01 (GraphPad Software, San Diego, 

CA) Software Inc and SAS version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA). The 

predetermined significance level was P < 0.05. 
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RESULTS 

 

NGAL is associated with lower LV ejection fraction recovery in patients following 

myocardial infarction 

The study group consisted of 119 post-myocardial infarction patients: 56 ±10 years-old, 85.7% 

men, Killip class 2-3 9.2%, baseline median BNP 152 pg/mL (80-257), loop diuretics at 

baseline 2.1%. Overall, NGAL levels remained stable during follow-up (71.6 ng/mL (60.3-

91.3) at baseline vs 71.7 ng/mL (55.9-89.0) at six months (p = 0.35)) and the LVEF rose from 

42 ± 8% to 49 ± 9% (p < 0.001). In multivariable linear regression adjusted for anterior 

myocardial location, baseline BNP, baseline infarct size, and baseline LVEF, both higher 

baseline serum NGAL levels (Beta per 10 ng/mL increase = -0.82±0.25, p = 0.001) and a larger 

increase in serum NGAL levels during follow-up (Beta per 10 ng/mL increase = -0.82±0.22, p 

= 0.0003) were significantly associated with lower recovery of LVEF after six months, 

evaluated by cardiac magnetic imaging (Table 1). 

 

Inactivation of NGAL improves LV function and cardiac remodeling in MI 

We investigated the role of NGAL in the recovery of LV function and cardiac remodeling 

following MI in mice by inducing MI in NGAL KO mice and wild type littermates. Of note, all 

functional and histological parameters were similar between WT-Sham and NGAL KO-Sham 

mice (Sup table 1). We measured a 1.7-fold increase in cardiac NGAL protein levels at seven 

days post-MI in wild-type mice (Sup fig S1) and aldosterone plasma levels in WT-MI mice 

(572.8±6.9 pg/mL) as compared to WT-Sham mice (416.7±6.9 pg/mL; p<0.05). 

Echocardiography showed that WT-MI mice at seven days post-MI displayed greater LV end-

systolic and end-diastolic diameters (LVESD and LVEDD) than sham-operated (WT-Sham) 

mice, together with reduced fractional shortening without modifications in stroke volume or in 
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cardiac output. NGAL KO-MI mice partly blunted the modifications in LV diameters observed 

in WT-MI mice (Sup table 2). Infarct size was similar between wild type mice with MI (WT-

MI) and NGAL KO mice with MI (NGAL KO-MI) (%: WT-MI 34 ± 3, n = 9 vs. NGAL KO-

MI 39 ± 4, n = 8; NS). 

Echocardiography data three months post-MI showed that WT-MI mice displayed greater 

LVESD and LVEDD than WT-Sham, together with reduced fractional shortening (Table 2). 

This was accompanied by decreased stroke volume and reduced cardiac output in the WT-MI 

mice. NGAL KO-MI mice had a lower LVESD, with a trend toward better fractional 

shortening, than WT-MI mice, participating in the improvement of both stroke volume and 

cardiac output at three months post-MI (Table 2). 

Three months post-MI, LV hemodynamic studies showed that the dP/dtmax and dP/dtmin rates of 

LV pressure rise and fall, taken as indices of global LV contractility and diastolic function, 

were negatively altered in WT-MI versus WT-Sham mice, but were much less strongly affected 

in KO NGAL-MI mice (Table 2). LV pressure volume-curves showed that there was no 

modification of LV end-systolic pressure (LVESP) (Figure 1A), and no significant increase in 

LV end-diastolic pressure (LVEDP), i.e. LV filling pressure, in the KO NGAL-MI mice relative 

to WT-Sham mice (Figure 1B). However, WT-MI mice had a lower LV end-systolic pressure–

volume relation (LVESPVR) (Figure 1A) and higher LV end-diastolic pressure–volume 

relation (LVEDPVR) than WT-Sham mice (Figure 1B), indicating impaired LV contractility 

and compliance, respectively. Again, both LV contractility and compliance were better in 

NGAL KO-MI than WT-MI mice, (Figure 1A and 1B). 

Improvements in LV function were sustained by improvements in LV remodeling at three 

months post-MI: LV weight was higher for WT-MI than WT-Sham mice, while there was no 

increase in NGAL KO-MI mice (Table 2). WT-MI mice presented and increase in myocyte 

cross sectional area (MCSA) and the hypertrophic marker ANP (Sup fig S2) as compared to 
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WT-Sham mice, effects not prevented in NGAL KO-mice. Furthermore, the increase in 

interstitial myocardial fibrosis observed in WT-MI mice was markedly reduced in NGAL KO-

MI mice (Figure 1C). WT-MI mice presented an increase in cardiac α-SMA protein levels, an 

effect not observed in NGAL KO-MI mice (Sup fig S3). 

In addition, WT-MI mice showed an increase in several inflammatory markers such as IL-6 

(Sup fig S4A), CD3 (Sup fig S4B), CD45 (Sup fig S4C), CD68 (Sup fig S4D) and CD80 (Sup 

fig S4E) as compared to WT-Sham mice at three months post-MI. The increase in 

proinflammatory markers, except CD45, was prevented in NGAL KO-MI mice (Sup fig s4). 

 

NGAL mediates the effects of aldosterone in human cardiac fibroblasts 

We next investigated the role of NGAL in aldosterone-mediated effects in human cardiac 

fibroblasts. Aldosterone induced NGAL protein synthesis in human cardiac fibroblasts (Figure 

2A) and enhanced the secretion of collagen type I (Figure 2B) after 24 hours of stimulation. 

These effects were prevented by the MRA finerenone (Figure 2A and 2B). Increased cardiac 

NGAL expression in MI was also blunted by finerenone treatment in vivo (Sup fig S1). We 

studied the direct effect of NGAL on collagen production by treating human cardiac fibroblasts 

with recombinant hNGAL (500 ng/mL) for 24 hours. Human NGAL induced an increase in 

collagen type I (Figure 2C) and collagen type III (Figure 2D) protein levels. These data indicate 

that NGAL has direct profibrotic effects in human cardiac fibroblasts.  

Aldosterone also induced collagen type I (Figure 2E), but not collagen type III production in 

human cardiac fibroblasts (Figure 2F). We performed NGAL silencing experiments to 

investigate the role of NGAL in these aldosterone-mediated effects. siRNA-mediated down 

expression of NGAL prevented the aldosterone-induced increase in collagen type I levels 

(Figure 2E). Altogether, these data suggest that NGAL may directly control collagen production 
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in MI and that aldosterone/MR-mediated NGAL expression may be involved in the MR-

mediated deleterious effects that are prevented by finerenone in MI.10 

 

NFκB mediates the profibrotic actions of NGAL  

We then investigated the intracellular mechanism by which NGAL exerts its pro-fibrotic effects 

in human cardiac fibroblasts. Recombinant hNGAL induced the phosphorylation of ERK 1/2 

(Figure 3A) and NFᴋB after five minutes of stimulation (Figure 3B), whereas phosphorylation 

of STAT-3 was not altered (Figure 3C). The addition of PD98059, a specific inhibitor of ERK 

1/2, was unable to block the hNGAL-mediated increase in collagen type I protein levels (Figure 

3D). In contrast, pretreatment with BAY 11-7082, a specific NFᴋB pathway inhibitor, blocked 

the increase in collagen type I protein levels induced by hNGAL (Figure 3E), highlighting the 

role of NFκB in the profibrotic effect of NGAL. Our data indicate that NGAL could activate 

the NFκB pathway promoting an increase in the phosphorylation of its negative modulator IκB 

(Sup fig S5). BAY 11-7082 was also able to prevent the increase in collagen type I protein 

levels induced by aldosterone in human cardiac fibroblasts, indicating that NFκB activation has 

a key role in the profibrotic action of both aldosterone and NGAL in these cells (Figure 3F). 

Genetic deletion of NGAL in mice blunted the cardiac NFᴋB phosphorylation observed seven 

days post-MI (Figure 4A), without modifications of NFᴋB phosphorylation in any of the groups 

studied at three months post-MI (Sup fig S3).  
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DISCUSSION 

The purpose of this study was to investigate the role of the recently identified MR target NGAL 

in cardiac remodeling and function after MI. Serum NGAL was associated with less LVEF 

improvement following MI. We demonstrated that cardiac NGAL expression is elevated at 

seven days post-MI and that this effect is dependent on MR activation. The absence of NGAL 

expression in vivo prevented the interstitial cardiac fibrosis, inflammation and cardiac 

dysfunction observed after MI. Recombinant human NGAL exerted direct profibrotic actions 

in human cardiac fibroblasts by increasing collagen type I, whereas NGAL knock-down 

prevented aldosterone-induced synthesis of collagen type I. The MR target NGAL thus appears 

to be a key mediator of cardiac damage induced by MI, through its profibrotic properties. 

Increased systemic levels of NGAL have been reported in clinical studies in patients with MI.17-

20 NGAL is also a biomarker of renal injury,21, 22 and it is thus difficult to dissociate the 

modulation of NGAL, related to renal dysfunction, associated with cardiovascular diseases 

from a direct relationship with cardiac or vascular injury. NGAL plasma levels are elevated in 

coronary heart disease in patients without renal dysfunction,23 and correlate with the severity 

of the disease.19 In addition, NGAL predicts mortality and cardiovascular disease in older adults 

without kidney disease,24 as well as in patients with HF following MI.25, 26 In the present study, 

increased serum NGAL levels were correlated with lower LVEF recovery in post-MI patients 

after six months. NGAL has already been reported to be associated with clinical outcome in a 

biomarker substudy of the OPTIMAAL trial.26 Patients in the REMI cohort were of similar age 

(55 year old) but had higher LVEF (50% vs 32%) when compared to the OPTIMAAL 

biomarker substudy population. Most importantly, all patients included in the OPTIMAAL 

substudy were NYHA 2 or higher whereas only 3 patients of the REMI population had diuretics, 

suggesting that the vast majority had no symptoms of HF. In the REMI cohort, our results 

indicate that higher serum NGAL is associated with less LVEF improvement (i.e. less reverse 
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remodeling) following MI. Reverse remodeling has been mainly studied following cardiac 

resynchronization27 but is also frequent following MI. It has been reported to occur in a third 

of patients following MI and is strongly associated with favorable clinical outcome.28, 29 Of 

note, Funaro et al reported that in a cohort of acute MI, the only variable (while competing with 

age and baseline systolic LV volumes) significantly associated with a 2-year event-free survival 

was reverse remodeling (hazard ratio: 0.28 (0.12–0.66)).28 Similarly, Spinelli et al reported 

extreme association (HR <0.20) between reverse remodeling and the composite of reinfarction, 

HF hospitalization and death.29 As a consequence, our results, in light of the aforementioned 

evidence, suggest that higher NGAL levels could have a detrimental effect in patients following 

MI through its association with less reverse ischemic remodeling. A limitation of the analysis 

deserves to be mentioned. Since the REMI cohort was primarily design to study the factors 

associated with the early myocardial remodeling post MI, no control population was 

considered. 

Elevated vascular and myocardial levels of NGAL have been reported in several experimental 

models of cardiovascular diseases, such as atherosclerosis30 and aortic abdominal aneurysm31, 

as well as after MI.26, 32-34 We confirmed these results in mice at seven days post-MI and showed 

that increased NGAL levels were due to MR activation. A previous study showed that the lack 

of NGAL improved the functional recovery and reduced infarct size of isolated mouse hearts 

subjected to ischemia/reperfusion. This effect was associated with the restoration of 

mitochondrial function and phospholipid remodeling.35 Mice lacking NGAL were protected 

from cardiac cell death and elicited a higher autophagic response in a study limited to the first 

24 hours after cardiac ischemia.33 We show in the present study that the absence of NGAL 

expression in vivo is beneficial after MI, reducing cardiac fibrosis, inflammation and the 

impairment of cardiac function. 
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Changes in collagen synthesis occur in patients with congestive HF and LV systolic dysfunction 

after acute MI,1 an effect partially mediated by MR activation.10 Finerenone is a highly selective 

nonsteroidal MRA that mediates end-organ protection with a lower risk of electrolyte 

disturbances than other MRAs.36 Previous studies have demonstrated the beneficial effects of 

finerenone, which improves post-MI LV function.10, 36 We show here NGAL levels did not 

increase at seven days post-MI in finerenone-treated animals and that Aldosterone modulates 

NGAL expression through MR activation in human cardiac fibroblasts. Indeed, aldosterone 

also modulates NGAL expression in cardiomyocytes and smooth muscle cells.11 We further 

demonstrated that NGAL mediates the profibrotic actions of aldosterone in human cardiac 

fibroblasts: aldosterone did not increase collagen type I protein levels in NGAL-knock down 

cells. We propose that NGAL is a mediator of aldosterone-induced fibrosis following MI. This 

is in accordance with another experimental setting where we reported that genetic disruption of 

NGAL prevented hypertension and cardiovascular remodeling associated with MR activation 

by aldosterone treatment.12 

The underlying mechanisms linking NGAL, MR activation, and collagen type I expression are 

centered on NFκB activation; we demonstrated that NFκB activation is necessary for the 

profibrotic effects of NGAL. NFκB regulates many processes in the cardiovascular system, 

including inflammation, cell survival, differentiation, fibrosis, and proliferation.37 NFκB is a 

key regulator of cardiac responses to ischemia and reperfusion. The alterations in oxygen 

availability that occur in MI can activate NFκB.38 Several studies have demonstrated that NFκB 

is upregulated three days after MI in mice39 and that this increase is maintained at seven and 

thirty days post-MI.40-42 These results are in accordance with our data showing an increase in 

the phosphorylation of NFκB seven days after MI. Frantz et al. have demonstrated that the 

genetic inactivation of NFκB improves survival and reduces LV dilatation eight weeks after 

MI.43 Our data suggest that NGAL could activate NFκB through a phosphorylation of IκB. In 
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addition, inhibition of NFκB phosphorylation by pharmacological approaches reduced ECM 

deposition and adverse cardiac remodeling after MI.40, 41 NFκB is therefore involved in the 

NGAL-mediated profibrotic effect of aldosterone, as summarized in Fig 4B. 

 

In conclusion, this study demonstrates the beneficial effects of NGAL deletion in mice 

subjected to left artery coronary ligation by limiting cardiac fibrosis, inflammation and LV 

dysfunction associated with MI. It also demonstrates the detrimental effect of increased cardiac 

NGAL levels within days of MI and shows a correlation between circulating NGAL levels and 

reduced recovery of systolic function in patients during the first six months following a MI. 

NGAL is a novel mediator of the actions of aldosterone and is an exciting potential therapeutic 

target for cardiovascular diseases in which MR is involved, such as MI, as well as perhaps 

mineralocorticoid-independent ECM remodeling in the CV system and beyond.  

 

Perspectives 

NGAL, which is overexpressed by the heart following MI, is an emerging potential therapeutic 

target for the detrimental consequences associated with MI. NGAL deletion blocks cardiac 

dysfunction and fibrosis in experimental MI. Further studies are required to establish the 

potential therapeutic benefit of NGAL inhibition in patients with MI. 
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NOVELTY AND SIGNIFICANCE 

 

What Is New? 

• NGAL mediates Aldosterone-induced cardiac fibrosis in human cardiac fibroblasts. 

• The increase in cardiac NGAL levels is dependent on MR activation. 

• NGAL blockade protects against cardiac fibrosis, inflammation and dysfunction after MI. 

• NGAL exerts its profibrotic effects through NFκB activation. 

• NGAL is associated with lower LVEF in post-MI patients 

 

What Is Relevant? 

• The data demonstrate the beneficial effects of NGAL blockade after three months of 

experimental MI and could be a new biotarget in pathological situations in which MR is 

involved, such as in MI. 

 

Summary 

This study demonstrated that NGAL levels increase a short time after MI and play an important 

role in the cardiac remodeling associated with MI. This may have important consequences for 

cardiac function. The inhibition of NGAL decreased cardiac fibrosis in experimental MI, as 

well as aldosterone-induced collagen synthesis in human cardiac fibroblasts.
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. NGAL deletion improves hemodynamics and reduces cardiac fibrosis three 

months after myocardial infarction.  

LV end-systolic pressure (LVESP) and pressure–volume relationship (LVESPVR) (A) and LV 

end-diastolic pressure (LVEDP) and pressure–volume relationship (LVEDPVR) (B) in WT-

Sham, WT-MI, and NGAL KO-MI mice. Representative microphotographs and quantification 

of interstitial fibrosis in WT-Sham, WT-MI, and NGAL KO-MI mice (C). Histogram bars 

represent the mean ± SEM. **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. WT-Sham; †p < 0.05; ††p < 0.01; 

†††p < 0.001 vs. WT-MI. 

 

Figure 2. NGAL mediates the profibrotic actions of aldosterone in human cardiac 

fibroblasts.  

Effects of aldosterone (Aldo; 10-8M) and finerenone (Fine; 10-6M) on the intracellular 

expression of NGAL (A) and collagen type I secretion (B) at 24 hours. Effects of NGAL (500 

ng/mL) on collagen type I (C) and collagen type III (D) protein synthesis at 24 hours. Effect of 

aldosterone on NGAL-silenced cells on collagen type I (E) and collagen type III (F) protein 

synthesis. All conditions were performed at least in triplicate. Histogram bars represent the 

mean ± SEM in arbitrary units normalized to β-actin. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. 

Control. †p < 0.05; ††p < 0.01; †††p < 0.001 vs. Aldo. 

 

Figure 3. NFκB mediates the profibrotic actions of NGAL in human cardiac fibroblasts. 

Phosphorylation of ERK 1/2 (A), NFκB (B), and STAT-3 (C) in human cardiac fibroblasts 

treated with NGAL (500 ng/mL) for 5, 10, 30, and 60 minutes. Effects of the ERK 1/2 inhibitor, 

PD98059 (D), and the NFκB inhibitor, BAY 11-7082 (E), on collagen type I protein synthesis 
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induced by NGAL or aldosterone (F). Histogram bars represent the mean ± SEM in arbitrary 

units normalized to total ERK 1/2, total NFκB, total STAT-3 or β-actin. *p < 0.05; **p < 0.01 

vs. Control; ††p < 0.01 vs. NGAL or Aldo. 

 

Figure 4. NFκB phosphorylation seven days after myocardial infarction.  

NFκB phosphorylation in WT-Sham, WT-MI, and MI NGAL KO mice (A). Histogram bars 

represent the mean ± SEM in arbitrary units normalized to total NFκB. *p < 0.05 vs. Sham; †p 

< 0.05 vs. MI. (B) Scheme illustrating the possible mechanism involved in the profibrotic 

effects of NGAL.  
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FIGURES 
 

 

Table 1. Linear regression evaluating the association of NGAL levels with LVEF 

recovery assessed by cardiac magnetic resonance in 119 patients following myocardial 

infarction 

BNP: B-type natiuretic peptide; LVEF: Left ventricular ejection fraction 
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Parameter WT-Sham WT-MI NGAL KO-MI 

Infarct size, % … 34±3 39±4 

SBP, mm Hg 86.6±1.9 83.6±4.4 85.8±3.5 

DBP, mm Hg 51.7±5.5 58.5±3.28 57.1±2.2 

LVESD, mm 2.14±0.12 4.84±0.16*** 4.01±0.33† 

LVEDD, mm 3.37±0.08 5.80±0.14*** 5.28±0.32 

FS, % 36.6±2.5 16.7±1.4*** 24.4±3.4 

Heart rate, bpm 429±17 415±10 389±13 

Stroke volume, mL/beat 0.092±0.003 0.069±0.003** 0.094±0.009†† 

Cardiac output, mL/min 39.4±1.8 28.9±1.4** 36.6±3.5† 

+dP/dt, mm Hg/s 5219±528 3747±412* 4958±257† 

-dP/dt, mm Hg/s -4873±550 -2807±358** -3864±320† 

BW, g 34.0±0.7 31.1±0.8* 31.3±0.5* 

HW/TL, mg/mm 8.54±0.41 11.32±0.56** 9.89±0.38 

LVW/TL, mg/mm 6.25±0.30 8.37±0.34** 7.13±0.27 

 
 
Table 2. LV remodeling and functional parameters three months after myocardial 

infarction 

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; +dP/dt: the first derivative of LV 

pressure rise over time; -dP/dt: the first derivative of LV pressure decline over time; BW: body 

weight; HW: heart weight; LVW: left ventricular weight; TL: tibia length. *p < 0.05; **p < 

0.01 vs. WT-Sham; †p < 0.05; ††p < 0.01 vs. WT-MI. 
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Figure 1. NGAL deletion improves hemodynamics and reduces cardiac fibrosis three 

months after myocardial infarction.  
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Figure 2. NGAL mediates the profibrotic actions of aldosterone in human cardiac 

fibroblasts.  
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Figure 3. NFκB mediates the profibrotic actions of NGAL in human cardiac fibroblasts. 
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Figure 4. NFκB phosphorylation seven days after myocardial infarction.  
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SUPPLEMMENTAL METHODS 

 

Post-myocardial infarction cohort 

The study population was comprised of 119 patients who were successfully reperfused 

following a first acute STEMI, included in a prospective monocentric cohort study (Relation 

Between Aldosterone and Cardiac Remodeling After Myocardial Infarction - REMI Study), 

performed in a university hospital between April 2010 and December 2013.1 Patients underwent 

cardiac magnetic resonance (CMR) during the first four days of the acute event and at the six-

month follow-up. The study was approved by an institutional review committee and the subjects 

gave informed consent. It was sponsored by the Nancy CHRU. 

 

Myocardial infarction 

Experiments conformed to the 2010/63 directive of the EU and the Guide for Care and Use of 

Laboratory Animals of the US National Institute of Health (No.85-23). Left coronary artery 

ligations were performed in eight-week-old male NGAL KO C57BL/6J mice (NGAL KO-MI, 

n = 6-13) and wild type littermates (WT-MI; n = 6-13) under anesthesia (3.6mg/kg xylazine, 

IP, plus 2% isoflurane). Analgesia was induced using buprenorphine (0.05 mg/kg, SC) just after 

induction of anesthesia and after 6, 12, 24, and 48 h following coronary artery ligation. The 

snare was not tied for sham-operated mice (WT-Sham; n=6-9). Finerenone (1 mg/kg/day) was 

administered as a food additive for seven days, starting the day after MI (Fine-MI). 

 

LV Hemodynamics 

Mice were anesthetized (Inactin 50mg.kg-1, IP) and the carotid artery cannulated with a 

pressure-volume catheter (SPR839, Millar-Instruments, USA) to record arterial pressure 

(mmHg) and heart rate, after which the catheter was advanced into the LV. Pressure-volume 
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loops were recorded at baseline, and during loading, by gently occluding the abdominal aorta 

with a cotton swab, allowing the calculation of dP/dtmax and dP/dtmin (mmHg/s), LV end-

systolic and end-diastolic pressures (mmHg), and LV end-systolic and end-diastolic pressure-

volume relations as indicators of load-independent LV passive compliance and contractility, 

respectively, using IOXTM software (EMKA, France). 

 

Echocardiography 

Mouse echocardiography was performed at three months post-MI in isoflurane anesthetized 

closed-chest mice (1%; 1.5 mL/min; Baxter), using a Vivid 7 ultrasound echograph equipped 

with a M12L linear probe, operating at 14 MHz, and fitted out with Echopac PC software (GE 

medical). In brief, a two-dimensional short axis view of the LV was obtained at the level of the 

papillary muscle, and the M-mode tracing was recorded. LV Diastolic and Systolic Diameters 

(LVDD; LVSD) were measured by the leading-edge method, according to the American 

Society of Echocardiography guidelines. Fractional Shortening (FS) was calculated as 

previously described.2 In addition, a pulsed Doppler of the LV outflow was performed to obtain 

heart rate and time velocity integral (TVI) to calculate stroke volume (mL/beat) and cardiac 

output (mL/min).  

 

Cardiac magnetic resonance (CMR) 

Imaging was performed on a General Electric 3T system (General Electric 3T signa hdxt). Cine 

imaging for cardiac morphology and function was performed using the steady-state free 

precession technique. To evaluate LV ejection fraction (LVEF), the outline of the endocardial 

border of the left ventricle was manually traced on all slices of each phase, in the short axis 

view, by an experienced cardiologist or radiologist using standard software (Mass Research 

software, version V2013-EXP, Leiden University Medical Center). Volumes were computed 
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using Simpson’s method of disk summation, whereby the sum of cross-sectional areas was 

multiplied by slice thickness. The quantitative determination of EF was calculated using left 

ventricular end-diastolic volume (LVEDV) and left ventricular end-systolic volume (LVESV) 

estimates as follows: LVEF=(LVEDV-LVESV)/LVEDV. 

 

Histology 

Mice were sacrificed by cervical disruption at seven days or three months post-MI. Hearts were 

rapidly excised and arrested in ice-cold saturated KCl buffer. The LV was dissected before 

being snap-frozen in liquid nitrogen for Western-blot analyses or embedded in Tissue-Tek for 

histological analyses. Infarct size [total infarction perimeter/(epicardial LV perimeter + 

endocardial LV perimeter) x100] and LV fibrosis (evaluated as the percentage under polarized 

light at a magnification of x20) were calculated in 6-10 µm-thick mid-LV frozen sections 

stained with Sirius Red using Image Pro-Plus (version 6.3) software. For myocyte cross 

sectional area, mid-LV cryosections (6–10µm) were fixed in acetone and stained according to 

standard protocols using wheat germ agglutinin WGA-A488 (1:100; Invitrogen). Photographs 

were taken at x20 magnification using fluorescence microscope (AxioImager Z1; Carl-Zeiss). 

Mean cross sectional area were measured using Image Pro-Plus 6.3 in 6-8 fields / heart and an 

average of 16 cardiomyocytes / field. 

 

Cell culture 

Human cardiac fibroblasts were obtained from Promocell and maintained in medium 

(Fibroblast Media 3). Cells were cultured according to the manufacturer´s instructions and used 

between passages 5 and 7. Cells were stimulated with aldosterone (10-8 M, Sigma), finerenone 

(10-6 M, Bayer), or recombinant hNGAL (500 ng/mL, R&D Systems) for 24 h for protein 

analysis. The doses were chosen based on previous studies.3, 4 
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For the study of the intracellular pathways, cells were treated with recombinant hNGAL for 5, 

10, 30, and 60 min. The chemical inhibitors PD98059 (Sigma Aldrich) and BAY 11-7082 

(Sigma Aldrich) were added at 10-5 mol/L 1 h prior to NGAL stimulation. 

 

Transfection of cells with siRNA 

Cells were seeded into 6-well plates at 70% confluence and transfected with a pool of three 

NGAL target-specific siRNAs (GeneCust) using MATra-si (IBA), according to the 

manufacturer's recommendations. Cells were allowed to recover for 24 h before stimulation. 

Scrambled siRNAs were used as a control. 

 

Western blot analysis 

Total protein aliquots of 20 µg were prepared from either cell extracts or cardiac non-infarcted 

homogenates and electrophoresed on SDS polyacrylamide gels and transferred to Hybond-c 

Extra nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences). Membranes were incubated with 

primary antibodies for: NGAL (Abcam; dilution 1:500),  CD 3 (Santa Cruz; dilution 1:100), 

CD45 (Santa Cruz; dilution 1:100), CD68 (Abcam; dilution 1:100), CD80 (Santa Cruz; dilution 

1:100), α-SMA (Santa Cruz; dilution 1:250),  Collagen type I (Santa Cruz; dilution 1:500), 

Collagen type III (Santa Cruz; dilution 1:500), ERK1/2 and ERK1/2-P (Thr202/Tyr204) at 

1/1000 (Cell Signaling), NFκB and NFκB-P (Ser536) at 1/1000 (Cell Signaling), STAT3 and 

STAT3-P (Tyr705) at 1/1500 (Cell Signaling) and β-actin (Sigma; dilution 1:1000) as a loading 

control. After washing, the blots were incubated with peroxidase-conjugated secondary 

antibody, and binding revealed by ECL chemiluminescence (Amersham). After densitometric 

analyses, optical density values were expressed as arbitrary units. Results are expressed as an 

n-fold increase over the values of the control group in densitometric arbitrary units. All Western 

Blots were performed at least in triplicate for each experimental condition. 
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ELISA 

Aldosterone plasma levels, cardiac NGAL protein levels, IL-6 and collagen type I in cell 

supernatants were measured by ELISA according to the manufacturer's instructions (Diagnostic 

Biochem Canada and R&D Systems). 

 

Statistics 

Data are presented as the means ± SEM. Student’s t test (2-tailed) was used to compare paired 

groups of independent samples. ANOVA with Bonferroni adjustment for post-hoc tests was 

used for multiple comparisons.  

Continuous data from the REMI cohort are presented either as the means + SD or the median 

(25-75 percentile). A paired t-test was used to compare values obtained at baseline and six 

months. The associations between baseline NGAL levels and changes in NGAL levels with 

LVEF recovery were evaluated using multivariable linear regression models. The outcome 

variable of this model was the change in the LVEF between baseline and six months, expressed 

as a continuous variable. Thus, a positive Beta value provided by the linear regression model 

indicates greater LVEF recovery (i.e. an increased LVEF within six months of the baseline 

evaluation). Adjustment variables were selected a priori based on their known association with 

post-myocardial infarction remodeling. 

Data analysis was performed using GraphPad Prism V6.01 (GraphPad Software, San Diego, 

CA) Software Inc and SAS version 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, N.C., USA). The 

predetermined significance level was P < 0.05. 
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SUPPLEMENTAL TABLES 

 

Parameter WT-Sham NGAL KO-Sham 

SBP, mm Hg 86.6±1.9 82.7±4.3 

DBP, mm Hg 51.7±5.5 51.0±6.6 

+dP/dt, mm Hg/s 5219±528 5079±613 

-dP/dt, mm Hg/s -4873±550 -4608±352 

LVESP, mm Hg 85.05±1.39 82.87±4.70 

LVESPVR, mm Hg/RVU 19.29±1.05 21.16±1.15 

LVEDP, mm Hg 2.73±0.95 3.13±0.46 

LVEDPVR, mm Hg/RVU 1.43±0.28 1.35±0.14 

BW, g 34.0±0.7 33.0±1.4 

HW/TL, mg/mm 8.54±0.41 8.20±0.35 

LVW/TL, mg/mm 6.25±0.30 5.95±0.29 

MCSA (A.U.) 40.21±1.8 42.67±1.3 

LV collagen density, % 2.30±0.6 3.02±0.4 

 

Table S1: LV remodeling and functional parameters three months after myocardial infarction 

in WT-Sham and NGAL KO-Sham mice 

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; +dP/dt: the first derivative of LV 

pressure rise over time; -dP/dt: the first derivative of LV pressure decline over time; LVESP: 

LV end-systolic pressure; LVESPVR: LV end-systolic pressure–volume relation; LVEDP: LV 

end-diastolic pressure; LVEDPVR: LV end-systolic pressure–volume relation; BW: body 

weight; HW: heart weight; LVW: left ventricular weight; TL: tibia length. MCSA: myocyte 

cross sectional area.  
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Parameter WT-Sham WT-MI NGAL KO-MI 
NGAL KO-

Sham 

BW, g 29.8±0.4 25.9±0.8*** 27.6±0.5* 29.6±0.7 

LVESD, mm 2.8±0.1 4.5±0.2*** 3.6±0.2**† 2.4±0.1 

LVEDD, mm 4.1±0.1 5.2±0.2*** 4.5±0.1† 3.8±0.1 

FS, % 32.8±1.1 13.9±1.6*** 18.6±2.0*** 39.3±1.9 

SV, mL/beat 0.09 ±0.003 0.079±0.005 0.086±0.004 0.089±0.004 

CO, mL/min 44.0±1.4 40.4±2.5 43.2±2.1 46.5±1.4 

 

Table S2: Echocardiography data at seven days post-MI. 

BW: body weight. LVESD and LVEDD: LV end-systolic and end-diastolic diameters. FS: 

Fractional Shortening. SV: Stroke volume. CO: Cardiac output. *p<0.05; **p < 0.01;***p < 

0.001 vs. WT-Sham; †p < 0.05 vs. WT-MI. 
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SUPPLEMENTAL FIGURES 

 

 

 

Figure S1: NGAL protein levels in WT-Sham, WT-MI and MI treated with finerenone mice. 

Histogram bars represent the mean±SEM. *p<0.05 vs. WT-Sham; †p<0.05 vs. WT-MI. 
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Figure S2: Myocyte cross sectional area (MCSA) (A) and atrial natriuretic peptide (ANP) (B) 

protein levels at three months post-MI in WT-Sham, WT-MI, and MI NGAL KO mice. Scale 

bar 100 µm. Histogram bars represent the mean ± SEM in arbitrary units. *p < 0.05; **p < 0.01 

vs. WT-Sham. 
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Figure S3: Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) (A) and phosphorylation of NFκB (B) protein 

levels at three months post-MI in WT-Sham, WT-MI, and MI NGAL KO mice. Histogram bars 

represent the mean ± SEM in arbitrary units. *p < 0.05 vs. WT-Sham; †p<0.05 vs. WT-MI. 
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Figure S4. NGAL deletion improves cardiac inflammation three months after myocardial 

infarction. IL-6 (A), CD3 (B), CD45 (C), CD68 (D) and CD80 (E) in WT-Sham, WT-MI, and 

NGAL KO-MI mice. Histogram bars represent the mean ± SEM in arbitrary units normalized 

to β-actin. *p < 0.05 vs. WT-Sham; †p <0.05 vs. WT-MI. 
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Figure S5: Phosphorylation of IκB in human cardiac fibroblasts treated with NGAL (500 

ng/mL). Histogram bars represent the mean ± SEM in arbitrary units normalized to total IκB. 

**p < 0.01 vs. Control. 
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2 – Mécanismes de l’implication de NGAL dans les effets de l’activation du MR 
 

Les résultats présentés dans ce chapitre sont actuellement soumis pour publication dans 

le journal Clinical Science et sont résumés ici en français. L’article est inséré dans les pages 

suivantes. Ce travail a été réalisé en étroite collaboration avec une équipe espagnole (Natalia 

Lopez-Andres, Pampelune).  

 

Nous avons émis l’hypothèse que la production de NGAL par les cellules immunitaires 

pourrait être impliquée dans l’inflammation et la fibrose cardio-rénale induites par l’activation 

du MR. Afin de tester cette hypothèse, nous avons généré, par transfert de moelle osseuse (MO), 

des souris chimériques présentant une déplétion de NGAL dans leur moelle osseuse (MO KO). 

L’irradiation et la greffe de moelle osseuse (cf. Matériel et Méthodes) ont été réalisées par la 

plateforme technique de l’animalerie de la Pitié-Salpêtrière. Ces souris MO KO présentaient 

donc une déplétion de NGAL dans leurs cellules immunitaires. Après une étape de pré-sélection 

(cf. Matériel et Méthodes), nous les avons soumises au challenge NAS.  

Chez les souris WT, le challenge NAS induisait le recrutement de différentes populations 

de cellules immunitaires au niveau des nœuds lymphatiques (granulocytes, LB, LT CD8+), 

traduisant un effet pro-inflammatoire systémique de l’Aldo. De plus, le challenge NAS était 

capable d’induire l’expression de NGAL par les cellules immunitaires in vivo. En effet, les 

macrophages, les cellules dendritiques et les PBMCs provenant de la rate de souris soumises 

au challenge NAS présentaient une expression de NGAL augmentée par rapport à celles 

provenant de souris témoins.  

Les souris MO WT soumises au challenge NAS présentaient une fibrose périvasculaire 

cardiaque associée à une augmentation cardiaque de l’expression de marqueurs de remodelage 

(Col-1, Col-3 et a-SMA). Ces effets étaient prévenus par la déplétion de NGAL dans les 

cellules immunitaires chez les souris MO KO. L’inflammation induite par le challenge NAS 
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chez les souris MO WT, mise en évidence par une augmentation de l’immunomarquage pour 

divers marqueurs pro-inflammatoires (MCP-1, Ostéopontine, TNF-a, CD3, CD68, CD80), était 

également prévenu chez les souris MO KO. De manière intéressante, les souris MO KO, 

soumises ou non au challenge NAS, présentaient une expression cardiaque de NGAL diminuée 

par rapport aux souris MO WT, suggérant le NGAL immunitaire comme source importante de 

NGAL cardiaque.  

Au niveau rénal, la déplétion de NGAL dans les cellules immunitaires était également 

bénéfique. Les souris MO KO étaient protégées contre l’hypertrophie rénale et glomérulaire, la 

fibrose interstitielle ainsi que l’inflammation rénale induites par le challenge NAS.   

Par ailleurs, le traitement de fibroblastes cardiaques humains en culture avec de la NGAL 

recombinante a confirmé le rôle profibrotique direct de NGAL (induction de Col-1 et Gal-3) et 

démontré un rôle pro-inflammatoire (induction d’IL-6 et d’IL-1b) et prolifératif de NGAL dans 

ce modèle cellulaire.  
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ABSTRACT 

Immune system activation is involved in cardiovascular (CV) and renal inflammation and 

fibrosis, following activation of the mineralocorticoid receptor (MR). We previously showed 

that Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) is a novel target of MR signaling in 

CV tissue and plays a critical role in aldosterone/MR-dependent hypertension and fibrosis. We 

hypothesized that the production of NGAL by immune cells may play an important part in the 

mediation of these deleterious mineralocorticoid-induced effects. We analyzed the effect of 

aldosterone on immune cell recruitment and NGAL expression in vivo. We then studied the role 

of NGAL produced by immune cells in aldosterone-mediated cardiorenal inflammation and 

remodeling using mice depleted for NGAL in their immune cells by bone marrow 

transplantation and subjected to mineralocorticoid challenge NAS (Nephrectomy, Aldosterone 

200µg/kg/day, Salt 1%). NAS treatment induced the recruitment of various immune cell 

populations to lymph nodes (granulocytes, B lymphocytes, activated CD8+ T lymphocytes) and 

the induction of NGAL expression in macrophages, dendritic cells, and PBMCs. Mice depleted 

for NGAL in their immune cells were protected against NAS-induced cardiac and renal 

remodeling and inflammation.  

We conclude that NGAL produced by immune cells plays a pivotal role in cardiac and renal 

damage under mineralocorticoid excess. Our data further stressed a pathogenic role of NGAL 

in cardiac and renal damages, besides its relevance as a biomarker of renal injury. 

 

Keywords: Aldosterone, MR, immune cells, NGAL, cardiovascular, fibrosis, Inflammation.  
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INTRODUCTION 

Aldosterone is a key regulator of blood pressure and electrolyte homeostasis, via the activation 

of the mineralocorticoid receptor (MR).1 A growing body of evidence, in both animal models 

and clinical studies, suggests that MR activation plays an important pathophysiological role in 

cardiac and renal remodeling and inflammation,2,3 leading to organ failure. However, the 

precise mechanism by which MR activation leads to cardiac and renal damage is still unclear. 

We previously identified Neutrophil Gelatinase–Associated Lipocalin (NGAL, also known as 

24p3, siderocalin, lipocalin 2) as a novel MR target in the cardiovascular system.4 NGAL is a 

25-kDa glycoprotein of the lipocalin superfamily5 which is expressed by a variety of cell types, 

including renal cells,6 endothelial cells,7,8 smooth muscle cells,8 cardiomyocytes4, and various 

immune cell populations, such as neutrophils,9 macrophages,8,10 and dendritic cells.11 NGAL is 

a potent biomarker of renal injury.12 Based on association studies, NGAL was proposed to be 

pathogenic in cardiovascular disease and high NGAL plasma levels have been associated with 

mortality in heart failure patients,13 independent of renal dysfunction14. Consistent with these 

observations, we recently demonstrated an important role for NGAL in aldosterone-induced 

cardiovascular injury.15 However, the cell type involved in NGAL production in 

mineralocorticoid-induced organ damage was not clearly determined.   

The implication of immune cells in the mediation of cardiac and renal injuries16,17 is now well 

described and the role of MR from immune cells in cardiovascular diseases is emerging.18 

Interestingly, increased plasma NGAL levels were found in response to pro-inflammatory 

stimuli in animal models19–21 and in patients suffering from acute or chronic inflammatory 

diseases,22 suggesting a role of NGAL in pro-inflammatory processes.23 We therefore 

hypothesized that NGAL production by immune cells could be involved in the cardiac and renal 

damages induced by mineralocorticoid excess.    

In the present study, we demonstrate the importance of NGAL production by immune cells in 
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aldosterone-induced cardiac and renal injuries using a model of mice depleted for NGAL in 

their immune cells by bone marrow transplantation. 
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MATERIAL & METHODS 

Detailed methods are available in the online supplement.  

 

Mice 

Animals with bone marrow (BM) specific inactivation of NGAL (NGAL KO) were generated 

by irradiating (two irradiations of 5 Greys at 5-hours intervals with a Faxitron irradiator) three-

month-old male C57BL/6 wild type mice (WT) (JANVIER LABS, Le Genest-Saint-Isle, 

France). Irradiated mice were then injected with 10 million BM cells in the penile vein. Three-

month-old male mice with constitutively inactivated NGAL (Knock Out, KO) (for KO BM 

animals)15 and WT littermates (for WT BM animals) were used as bone marrow donors. Two 

months after the transplantation, mice were uninephrectomized. Osmotic minipumps (Charles 

River Laboratory, L’Arbresle, France) delivering aldosterone (200 µg/kg per day; Sigma-

Aldrich, St-Quentin-Fallavier, France) were implanted subcutaneously in treated animals 

(NAS) and their drinking water was supplemented with 1% saline. All mice were maintained 

on normal chow and sacrificed 6 weeks later. 

For cell counting and sorting experiments, three-month-old male C57BL/6 wild type mice (WT) 

were randomized into a Sham group (where the kidney was exposed but not removed) and the 

NAS group (uninephrectomy, 200 µg/kg/day aldosterone, and 1% NaCl in the drinking water). 

All mice were maintained on normal chow and sacrificed 28 days later. 

Animals were housed in a climate-controlled facility with a 12-hours/12-hours light/dark cycle 

and provided free access to food and water. Experiments were approved by the Darwin ethics 

committee of Pierre et Marie Curie University, and conducted according to the INSERM animal 

care and use committee guidelines.  
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Flow cytometry and cell sorting  

For cell counting experiments, superficial cervical, axillary, brachial, mesenteric, and inguinal 

lymph nodes from WT-Sham and WT-NAS mice were harvested, pooled, dispersed in RPMI 

1640 medium at 4°C, and filtered through 40 µm nylon mesh (BD Biosciences). Macrophages 

(Mϕ), Dendritic cells (DCs), granulocytes, B lymphocytes, and activated T-CD4+ and T-CD8+ 

lymphocytes were detected using the following antibodies and dilutions: B220-FITC (1/100), 

CD3-PE (1/1000), CD4-PeCy5 (1/200), CD69-PE (1/200), CD8-APC (1/200), CD11b-APC-

Cy7 (1/100), CD11c-PE-Cy7 (1/1600), F4/80-PE-Cy5 (1/200), and Gr-1-PE (1/200). 

Fluorescence data from at least 20,000 events were collected from the live gate using a BD 

FACSCanto II (BD Bioscience). All data were processed and analyzed using WinMDI 

software.  

For cell sorting experiments, whole spleen from Sham and NAS mice were harvested, dispersed 

in PBS at 4°C, and filtered through 40 µm nylon mesh (BD Biosciences). Erythrocytes were 

lysed with ACK lysis buffer. Cells were collected by centrifugation (1800 rpm for 6 min at RT), 

washed in PBS, 2% FBS, and stained for the specific sorting of Mϕ, DCs, B lymphocytes, and 

CD4+-T, and CD8+-T lymphocytes using the same antibodies as mentioned above, as well as 

anti-MHC class II-FITC (1/100) for the detection of DCs. Fluorescence data from 1x106 events 

were sorted from the live gate using a BD FACSAria II (BD Bioscience). After separation, the 

purity of cell populations was verified and certified with a value > 94% in all cases. PBMCs 

were collected from ACK-lysis-treated mouse blood, using Ficoll columns, and washed with 

PBS.  

 

Culture of human fibroblasts  

Human fibroblasts (Promocell, Heidelberg, Germany) were cultured in fibroblast media 3 

(Promocell), according to the manufacturer’s instructions, and used between passages 5 and 7. 
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Cells were incubated for 12, 24, or 48 hours with recombinant hNGAL (500 ng/mL; R&D 

Systems).  

 

Statistics  

All analyses were performed using GraphPad Prism V6.01 (GraphPad Software, San Diego, 

CA). The two-tailed significance level was set to p < 0.05. Results are expressed as the mean ± 

SEM. Data were analyzed using the Mann-Whitney nonparametric test (two groups), 2-way 

ANOVA test followed by Bonferroni post hoc test (four groups: two genotypes and two 

treatments), or Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test (more than 

two conditions). 
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RESULTS  

 

NAS treatment induces a systemic pro-inflammatory state 

As previously described, mice challenged with NAS had a higher blood pressure than untreated 

mice (WT-NAS vs. WT-Sham: 123.01 ± 3.66 mmHg vs. 100.89 ± 6.07 mmHg, n = 5 to 8 p < 

0.001) and cardiac and renal hypertrophy, demonstrated by a higher heart and kidney 

weight/tibia length ratio (Table S1). 

Lymph nodes are secondary lymphoid organs where immune cells are recruited and activated. 

We analyzed the recruitment of various immune cell types to five lymph nodes, distributed 

throughout the body, to explore whether the pro-hypertensive NAS treatment was associated 

with a systemic pro-inflammatory state. Flow cytometry revealed that NAS challenge induced 

the recruitment of granulocytes (CD11b+Gr-1+ cells, Figure 1A), B lymphocytes (CD11b-

CD11c-B220+ cells, Figure 1A), and activated CD8+ T cells (CD8+CD69+ cells, Figure 1A), 

relative to the Sham group. There was also a trend for the recruitment of Mϕ, DCs, and 

activated-CD4+ T cells in lymph nodes (Figure 1A), but the differences from the Sham group 

were not statistically significant.  

 

NAS treatment induces NGAL expression in immune cells 

We characterized the effect of the NAS challenge on NGAL expression by immune cells. Mϕs 

(CD11b+F4/80+ gate), DCs (MHC-class-II+CD11chigh gate), B  lymphocytes (B220+ gate), and 

CD4+ T cells and CD8+ T cells (CD3+CD4+ and CD3+CD8+ populations, respectively) were 

isolated by cell sorting from Sham and NAS mouse spleens. The quality of the selected 

populations was verified and was from 94-97% (data not shown). The NGAL mRNA level 

positively correlated with the MR mRNA level (r2 = 0.32, p < 0.01, Figure S1) in all cell 

populations at basal state. The abundance of NGAL mRNA in Mϕ, PBMCs, and DCs from 
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NAS mice was significantly higher than in that in Sham mice (Figure 1B). NGAL mRNA levels 

in B lymphocytes and CD4+ and CD8+ T lymphocytes of NAS treated mice did not differ from 

those of Sham mice (Figure 1B). 

 

Immune-cell NGAL depletion prevents NAS-induced cardiac remodeling and 

inflammation  

We studied the specific involvement of NGAL produced by immune cells in the deleterious 

cardiorenal effects of aldosterone by carrying out a bone marrow transplant protocol to obtain 

mice with a genetic deletion of NGAL in immune cells only. NGAL protein levels were 

substantially lower in the spleens of KO BM mice than those of WT BM mice (Figure S2A). 

The NAS challenge in WT BM mice induced an increase in cardiac NGAL protein levels. 

NGAL protein levels were significantly lower in the hearts of KO BM mice than those of WT 

BM mice, both in control and NAS conditions (Figure S2B). NAS challenge induced cardiac 

hypertrophy as shown by the increase in cardiac weight/tibia length ratio (Table S2) which was 

not prevented in KO BM mice. NAS treatment induced an increase in systolic blood pressure 

in WT BM mice. In KO BM animals, this effect was partly blunted but the systolic blood 

pressure remained higher in NAS compared to non-treated mice (Table S2). 

WT BM mice subjected to NAS challenge presented cardiac perivascular fibrosis (Figure 2A). 

This was associated with increased cardiac protein levels of extracellular matrix (ECM) 

remodeling markers such as collagen I, collagen III, and a-SMA (Figure 2B). These effects 

were fully prevented by NGAL depletion in the mice immune cells.  

NAS challenge also induced increased levels of pro-inflammatory markers in the hearts of WT 

BM mice, including monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1), osteopontin (OPN), and 

tumor necrosis factor alpha (TNF-a), as shown by immunostaining (Figure 2C). This effect 

was blunted (for MCP-1) or prevented (for TNF-a) by NGAL inactivation in immune cells. 
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OPN expression was higher in the KO BM control group than in WT BM mice and was 

unchanged by NAS challenge (Figure 2C). Additionally, we found a similar staining pattern for 

various other pro-inflammatory markers (CD3, CD68, CD80) in the heart of the mice (Figure 

S3A). 

 

Immune-cell NGAL depletion prevents NAS-induced renal remodeling and 

inflammation.  

NAS challenge induced renal hypertrophy as shown by the increase in kidney weight/tibia 

length ratio (Table S2) which was fully prevented in KO BM mice subjected to NAS. Kidney 

NGAL protein levels were not modified by the bone marrow transplant.  

WT BM mice subjected to NAS challenge showed glomerular hypertrophy (Figure 3A) and 

interstitial fibrosis (Figure 3B) in the kidney, accompanied by increased protein levels of 

collagen I, collagen IV, and a-SMA (Figure 3C). KO BM mice were protected against the 

deleterious effects of MR activation by aldosterone: interstitial fibrosis was blunted (Figure 3B) 

and glomerular hypertrophy and increased expression of markers of ECM remodeling upon 

NAS challenge were fully prevented (Figure 3A and 3C). 

NAS challenge also induced strong immunostaining for MCP-1, OPN, and TNF-a in the 

kidneys of WT BM mice (Figure 3D). The increase in inflammatory marker expression was 

fully prevented in the KO BM NAS animals. The same pattern was found for various other pro-

inflammatory markers (CD3, CD68, CD80) in the kidney (Figure S3B). 

 

NGAL has pro-inflammatory, pro-fibrotic, and proliferative effects on cultured human 

fibroblasts 

We assessed the direct pro-fibrotic and pro-inflammatory roles of NGAL by analyzing the 

effects of recombinant NGAL on cultured human fibroblasts. NGAL showed both pro-
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inflammatory and pro-fibrotic effects on treated fibroblasts, as shown by increased protein 

levels of the pro-inflammatory markers IL-6 (Figure 4A) and IL-1b (Figure 4B) and the pro-

fibrotic markers collagen I (Figure 4C) and galectin 3 (Figure 4D), with a peak of expression 

at 24 hours. Furthermore, the addition of recombinant NGAL induced increased proliferation 

of the fibroblasts over time (Figure 4E), consistent with the role of NGAL in extracellular 

matrix remodeling.   
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DISCUSSION  

 

NGAL is a biomarker of renal injury and its role as a mediator of renal injury has been 

highlighted.24,25 It is also a predictor of poor prognosis in patients with acute myocardial 

infarction, heart failure, or stroke,26 and recent studies reported that the correlation between 

serum NGAL and CV risks is independent of renal dysfunction,14 suggesting a direct role for 

NGAL in CV diseases. Consistent with this role, we and others have accumulated preclinical 

data suggesting a broad pathogenic role of NGAL in CV diseases.8,15,27–32 

Specific production of NGAL by immune cells may play an important role in the mediation of 

mineralocorticoid-induced hypertension and cardiac injuries, since NGAL is a direct MR target 

and is found to be increased in various inflammatory situations.19–23 Indeed, the role of immune 

cells in hypertensive,33,34 cardiac,35 and renal16 pathologies is now very well documented. 

Recent studies have also demonstrated the implication of MR from immune cells in these 

pathologies.18,36–38 We show in the present study that NAS challenge induced the recruitment 

of various populations of immune cells to the lymph nodes, secondary lymphoid organs where 

immune cells are recruited and activated, thus highlighting the systemic pro-inflammatory role 

of aldosterone. NAS challenge induced increased NGAL expression in Mϕ, PBMCs, and DCs, 

revealing a role for aldosterone in NGAL production by these immune cell populations. We 

tested the role of inflammatory NGAL production on aldosterone-mediated cardiac and renal 

injury by generating chimeric mice in which NGAL was specifically depleted from their 

immune cells and analyzing the impact of mineralocorticoid excess. Cardiac NGAL levels were 

lower in mice lacking NGAL in their immune cells than in wild type mice, revealing immune 

cells as a major source of NGAL in the heart under both basal and mineralocorticoid-stimulated 

conditions. However, NGAL protein levels were not significantly modified in the kidney of KO 

BM mice relative to WT BM mice. This is most likely due to the accumulation of NGAL in the 
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kidney upon injury, as NGAL has been described to be highly reabsorbed in the proximal 

tubule.39  

We previously uncovered a key role of NGAL in mineralocorticoid-induced CV injury.15 

Constitutive and global deletion of NGAL in mice prevented the increase in blood pressure and 

cardiovascular ECM remodeling induced by the mineralocorticoid challenge NAS. In the 

present study, we extend these findings and demonstrate that specific NGAL production by 

immune cells plays a pivotal role in mediating mineralocorticoid-induced cardiac and renal 

injuries. Mice with specific depletion of NGAL in their immune cells showed a moderate 

increase in blood pressure, but were protected against the cardiac and renal fibrosis and 

inflammation induced by the NAS challenge.  

NAS challenge increased immune cell infiltration of the hearts and kidneys of WT BM mice, 

shown by immunostaining of CD3, CD68, and CD80, but not in KO BM mice. This suggests 

that NGAL production by immune cells creates a pro-inflammatory environment (shown by 

increased expression of the pro-inflammatory markers MCP-1, OPN, and TNF-a) that leads to 

the recruitment of more inflammatory cells to the inflamed organs and organ damage. This is 

consistent with a previous study that highlighted a role for NGAL in the recruitment of immune 

cells to the site of inflammation: Aigner et al. showed that immune-cell recruitment to the hearts 

of mice subjected to ischemia-reperfusion (IR) was significantly prevented in NGAL KO 

mice.40 Impaired recruitment of immune cells in NGAL KO mice has been associated with 

reduced levels of chemokines that promote infiltration41 and adhesion of pro-inflammatory 

cells.42 Finally, NGAL neutralization using anti-NGAL monoclonal antibodies has also been 

shown to decrease the recruitment of Mϕ after myocardial IR injury and suppress local 

expression of various pro-inflammatory markers.43 

We have reported that NGAL played pro-fibrotic effects in cultured fibroblasts.15 Here, we 

extend this result and show a pro-inflammatory role for NGAL in fibroblasts as well. NGAL 
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produced by immune cells could therefore locally participate in organ inflammation and 

remodeling, a mechanism already proposed by Eilenberg et al. in the pro-inflammatory context 

of atherosclerotic plaques.8 We also showed that NGAL exerted a proliferative role in cultured 

fibroblasts. This effect has been described in ischemic kidneys, where tubular cell proliferation 

was induced by NGAL injection in vivo.39,44 Since proliferation is known to play an important 

role in tissue remodeling,45 the proliferative effects of NGAL could also be involved in 

pathological organ remodeling upon mineralocorticoid challenge.  

In conclusion, our study shows that NGAL is an important mediator of aldosterone-induced 

cardiac and renal damage through pro-inflammatory and pro-fibrotic properties. The 

importance of immune-cell production of NGAL in these mechanisms highlight the pivotal role 

of NGAL in mediating inflammatory processes under mineralocorticoid excess. NGAL could 

therefore represent a novel therapeutic target in diseases that involve cardiac and renal 

remodeling and inflammation.  

 

Perspectives  

We demonstrate in this study that NGAL produced by immune cells plays a key role in the 

increased blood pressure and cardio-renal injuries induced by mineralocorticoid challenge. 

Further study should aim to elucidate whether a specific immune cell type plays a prominent 

role in NGAL effects.  
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NOVELTY AND SIGNIFICANCE 

 

What Is New? 

• Production of NGAL by immune cells is an important source of NGAL in the heart. 

• NGAL plays a direct proliferative and pro-inflammatory role in cultured fibroblasts. 

• Invalidation of NGAL from immune cells protects against mineralocorticoid-induced cardio-

renal remodeling and inflammation.  

 

What Is Relevant? 

NGAL from immune cells plays an important role in cardiac and renal damages through pro-

fibrotic and pro-inflammatory properties, making NGAL a potential target in pathologies with 

cardio-renal remodeling and inflammation.  

 

Summary 

This study shows the pro-inflammatory action of aldosterone in vivo leading to the recruitment 

of immune cells and induction of NGAL expression in Mϕ, DCs and PBMCs. Furthermore, 

these data support the pro-fibrotic and pro-inflammatory properties of NGAL and the important 

role of NGAL produced by immune cells in mediating cardiac and renal damages induced by 

mineralocorticoid challenge.  
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FIGURES LEGENDS 

 

Figure 1. NAS challenge induces systemic inflammation and NGAL expression by 

immune cells. 

(A) Flow cytometry analysis of the recruitment of Monocytes/Macrophages (Mϕ), Dendritic 

cells (DCs), granulocytes, B lymphocytes, activated CD4+ T cells and activated CD8+ T cells, 

after NAS treatment. (B) NGAL mRNA abundance in Mϕ, DCs, B lymphocytes, CD4+ T and 

CD8+ T cells, after cell sorting from WT-Sham and          WT-NAS mouse spleen. Mean ± SEM 

(n = 3 to 6). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. Sham group. 

 

 

Figure 2. Immune-cell NGAL depletion prevents NAS-induced cardiac remodeling and 

inflammation. 

 (A) Histological analysis and quantification of cardiac perivascular fibrosis. (B) Protein 

expression quantification by WB of cardiac remodeling markers Collagen I, Collagen III, and 

a-SMA. (C) Immunostaining image and quantification of the pro-inflammatory markers MCP-

1, OPN, and TNF-a in the heart. Mean ± SEM (n = 10 to 12). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 

0.001, ****p < 0.0001. 

 

 

Figure 3. Immune-cell NGAL depletion prevents NAS-induced renal remodeling and 

inflammation.  

Histological analysis and quantification of (A) glomerular hypertrophy and (B) renal fibrosis. 

(C) Protein expression quantification by WB of renal remodeling Collagen I, Collagen III and 

a-SMA. (D) Immunostaining image and quantification of the pro-inflammatory markers MCP-

1, OPN, and TNF-a in the kidney. Mean ± SEM (n = 10 to 12). *p < 0.05, **p < 0.01, ****p 

< 0.0001.  
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Figure 4. NGAL has a direct pro-inflammatory, pro-fibrotic, and proliferative effects on 

cultured fibroblasts. 

Quantification of protein expression of pro-fibrotic markers Collagen I and Galectin 3 by 

western blot (A), pro-inflammatory markers IL-6 and IL-1b by ELISA (B) and quantification 

of proliferation in cultured fibroblasts treated with NGAL (500ng/mL) for 12, 24, or 48h. Mean 

± SEM (n = 6). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs. control.  
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FIGURES  

 

 
Figure 1. NAS challenge induces systemic inflammation and NGAL expression by 

immune cells. 
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Figure 2. Immune-cell NGAL depletion prevents NAS-induced cardiac remodeling and 

inflammation. 
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Figure 3. Immune-cell NGAL depletion prevents NAS-induced renal remodeling and 

inflammation.  
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Figure 4. NGAL has a direct pro-inflammatory, pro-fibrotic, and proliferative effects on 

cultured fibroblasts. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL & METHODS 

 

Blood pressure measurements  

Systolic blood pressure was measured by tail cuff plethysmography in trained conscious mice. 

Ten measurements per mouse were taken every day between 10 am and 12 pm for five days 

using a BP2000 Visitech model (Bioseb, Vitrolles, France). 

 

Tissue sampling  

Hearts and kidneys were rinsed in cold PBS (Phosphate Buffer Solution), weighed and cut into 

3 sections (transversal cut). The base and apex were used for biochemical studies and the middle 

section for morphological studies. Left tibia length was used for organ weight normalization.  

 

Histological analysis 

Tissue staining was performed on transversal sections of heart and kidney. Samples were 

dehydrated, embedded in paraffin, and cut into 5 µm-thick sections. Slides were treated with 

H2O2 for 10 min to block peroxidase activity. All sections were blocked with 5% normal goat 

serum in PBS for 1 h and incubated overnight with antibodies against MCP-1, OPN, TNF-a, 

CD3, CD45, CD68, CD80, washed three times, and then incubated for 30 min with horseradish 

peroxidase-labeled secondary antibodies (Dako Cytomation, Carpentaria, CA). The signal was 

revealed using the DAB Substrate Kit (BD Pharmingen).  

Sirius red and Periodic Acid Schiff (PAS) staining were performed on 5-µm thick sections of 

organs that had been fixed in 4% paraformaldehyde for 24 h and embedded in paraffin. Image 

acquisition was performed using a Leica DM4000B microscope and Leica Application Suite 

software (Leica Microsystems, Nanterre, France). Images were analyzed using ImageJ 

software.  
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ELISA 

NGAL, IL-6, and IL-1b protein levels were measured by ELISA (R&D Systems). ELISA were 

performed according the manufacturer’s instructions. 

 

MTT proliferation assay 

Fibroblasts were seeded in 96-wells plates. The cells were stimulated with NGAL and 12, 24, 

or 48 h later, incubated with 10 µL MTT labeling reagent (Sigma-Aldrich, St-Quentin-

Fallavier, France) (final concentration 0.5 mg/mL) at 37°C for another 4 h. Then, 100 µL 

solubilization solution (Sigma-Aldrich, St-Quentin-Fallavier, France) was added to dissolve the 

formazan crystals and the absorbance was measured in a microplate reader at 595 nm. 

 

Western blot analysis 

Aliquots of 20 µg total protein were prepared from cardiac or kidney homogenates or cell 

lysates, separated by SDS polyacrylamide gel electrophoresis, and transferred to Hybond-c 

Extra nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences). Membranes were incubated with 

primary antibodies for: collagen type I (Santa Cruz; dilution 1:500), collagen type III (Santa 

Cruz; dilution 1:500), collagen type IV (Santa Cruz; dilution 1:500), a-smooth muscle actin 

(a-SMA; Sigma; dilution 1:2000), or galectin-3 (Gal-3; Thermo Scientific, dilution 1/500). 

Stain free detection was used as a loading control. After washing, the blots were incubated with 

peroxidase-conjugated secondary antibody, and developed using an ECL chemiluminescence 

kit (Amersham) for protein detection. After densitometric analysis, optical density values were 

converted to arbitrary units. Results are expressed as an n-fold increase over the values of the 

control group in densitometric arbitrary units. All western blots were performed at least in 

triplicate for each experimental condition.  
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Total RNA isolation and real-time RT-PCR  

Total RNA from sorted cells was extracted using TRIzol, according to the manufacturer’s 

instructions. cDNA was produced from 2 µg RNA using the Superscript II reverse transcriptase 

kit®. Real-time PCR reactions were performed and transcript levels detected using the SYBR 

Green method. The following NGAL primers were used: 18S, (F) 5’- 

CGCCGCTAGAGGTGAAATTC-3’, (R) 5’-TCTTGGCAAATGCTTTCGC-3’; NGAL, (F) 

5’- GGACCAGGGCTGTCGCTACT-3’, (R) 5’-GGTGGCCACTTGCACATTGT-3’. All PCR 

products were subjected to a melting curve program to confirm amplification specificity. The 

results were analyzed according to the standard curve method, and NGAL mRNA abundance 

was calculated relative to 18S mRNA abundance.   
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

Parameters WT Sham WT NAS 

Body weight (g) 26.7±0.87 25.5±1.48 

Tibia length (mm) 16.5±0.09 16.58±0.27 

HW/TL ratio (mg/mm) 7.59±0,89 8.46±0.75* 

KW/TL ratio (mg/mm) 9.32±0.43 16.53±1.01*** 

Systolic blood pressure (mmHg) 100.89±6.07 123.01±3.66*** 

 

Table S1. Physiological parameters of mice after NAS challenge. 

HW, heart weight; KW, kidney weight; TL, tibia length. Mean ± SEM (n = 5 to 8).  

*p < 0.05, ***p < 0.001 vs. Sham.  

 

 

 

Figure S1. NGAL expression in immune cells positively correlates with MR expression. 

Linear regression analysis of NGAL vs MR mRNA abundance in each sorted immune cell 

population at basal state.  

 



	 159	

 

 

Figure S2. Relative NGAL levels in the spleen, the heart and the kidney. 

Quantification of protein expression by ELISA of NGAL in (A) the spleen, (B) heart, and (C) 

kidney. Mean ± SEM (n = 10 to 12). *p < 0.05, ****p < 0.0001. 

 

 

 

 

Parameters WT BM Control WT BM NAS KO BM Control KO BM NAS 

Body weight (g) 27.0±1.69 23.75±1.35 27.27±1.44 21.75±2.84 

Tibia length (mm) 15.97±0.71 15.47±0.65 16.14±0.48 15.43±0.42 

HW/TL ratio (mg/mm) 7.00±0,19 9.72±0.31**** 7.08±0,19 9.67±0,43**** 

KW/TL ratio (mg/mm) 11.81±1.26 14.69±1.45**** 12.05±1.66 11.75±2.35† 

SBP (mmHg) 102.9±11.58 133.1±11.8**** 100.4±9.53 115.8±12.6*† 

 

Table S2. Physiological parameters of WT BM and KO BM after NAS challenge. 

HW, Heart Weight; KW, Kidney Weight; TL, Tibia Length; SBP, Systolic Blood Pressure. 

Mean ± SEM (n = 10 to 12). *p < 0.05, ****p < 0.0001 vs. relative Control group. † p < 0.05 

vs. WT BM NAS group. 
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Figure S3. Immune cell specific NGAL inactivation prevents NAS-induced infiltration of 

immune cells in the heart and kidney.  

Immunostaining picture of immune cells markers CD3, CD68 and CD80 in the heart (A) and 

in the kidney (B) of WT BM and KO BM mice after NAS challenge. Mean ± SEM (n = 10 to 

12). 
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IV. DISCUSSION 
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L’implication du MR dans le développement des pathologies CV et rénales est 

aujourd’hui bien décrite [28–30]. Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans 

ces effets délétères, notre laboratoire a identifié NGAL comme une nouvelle cible génomique 

du MR dans le système CV [191]. NGAL est surtout connue comme un biomarqueur de lésion 

rénale utilisé en clinique [192] mais c’est également un prédicteur de mauvais pronostique chez 

les patients souffrant d’insuffisance cardiaque (IC) ou ayant subi un infarctus du myocarde (IM) 

ou un accident vasculaire cérébral [340]. Au-delà de son rôle de biomarqueur, de plus en plus 

de données indiquent que NGAL pourrait jouer un rôle pathologique dans les maladies CV 

[206, 215, 266, 277, 317, 319, 321, 341] et rénales [288, 289, 342], en particulier en raison de 

son implication dans les mécanismes inflammatoires [193, 259, 260, 279, 343]. 

Une étude récente de notre laboratoire, utilisant des souris KO NGAL soumises au 

challenge NAS, a permis de mettre en évidence le rôle crucial de NGAL dans la médiation des 

effets délétères de l’activation du MR dans le système CV [323]. L’invalidation génique de 

NGAL protège les souris de l’hypertension, de la fibrose et de l’inflammation induites par une 

surcharge minéralocorticoïde [323]. 

Le travail de thèse présenté ici consistait à poursuivre l’étude du rôle de NGAL dans les 

effets CV et rénaux de l’activation du MR. Le premier objectif visait à étudier l’implication 

potentielle de NGAL dans divers modèles de fibrose cardiaque afin d’évaluer sa spécificité vis-

à-vis de la signalisation minéralocorticoïde. Le second objectif était ensuite de mieux définir 

les mécanismes mis en jeux dans les effets pathologiques de NGAL et, en particulier, son 

implication dans les mécanismes hypertenseurs, profibrotiques et pro-inflammatoires.  
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1 – Spécificité de l’implication de NGAL dans les modèles de pathologie CV 

 

1.1 Impact de l’invalidation génique de NGAL dans les effets CV de l’AngII 
 

NGAL jouant un rôle crucial dans les effets profibrotiques de l’activation du MR dans 

le challenge NAS, nous avons voulu étudier l’implication potentielle de NGAL dans les effets 

profibrotiques d’un traitement chronique à l’AngII. Nous avons donc traité des souris WT et 

KO NGAL avec de l’AngII pendant 3 jours et pendant 3 semaines. Après 3 jours de traitement, 

les souris présentaient une augmentation de pression artérielle qui n’était pas prévenue par 

l’invalidation génique de NGAL ainsi qu’une induction de marqueurs pro-inflammatoires et 

profibrotiques qui n’étaient pas significativement prévenus par l’invalidation de NGAL. Après 

3 semaines de traitement à l’AngII, les souris WT présentaient une hypertension ainsi qu’une 

augmentation de l’expression cardiaque de marqueurs de remodelage associée à une importante 

fibrose. Cependant, aucune différence dans les effets de l’AngII n’a pu être observée entre les 

souris KO NGAL et WT traitées. NGAL ne semble donc pas impliquée dans la médiation des 

effets pathologiques de l’AngII (Figure 21). Par ailleurs, les souris WT traitées à l’AngII ne 

présentaient pas d’augmentation de l’expression de NGAL après 3 semaines de traitement, ce 

qui indique que l’expression de NGAL observée après 3 jours de traitement est perdue après 3 

semaines. Ceci est en accord avec l’induction transitoire et précoce de l’expression de NGAL 

par l’AngII observée par nos collaborateurs des Pays-Bas. En outre, aucune augmentation des 

marqueurs de l’inflammation n’a pu être identifiée chez les souris traitées après 3 semaines de 

traitement, traduisant également une perte du statut pro-inflammatoire cardiaque observé après 

3 jours d’AngII. 

Ces résultats mettent en évidence une différence importante entre les mécanismes 

profibrotiques et hypertensifs à l’œuvre dans le challenge NAS et dans le traitement à l’AngII. 

Il est d’ailleurs intéressant de noter que cette différence a également été observée récemment 
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par une équipe de Hong Kong (uniquement documentée pour le moment sous la forme d’un 

abstract) [341].  

Cette implication différentielle de NGAL est relativement inattendue, puisque de 

nombreuses études ont montré un effet protecteur de l’antagonisme du MR dans les effets de 

l’AngII in vivo, soulignant le rôle du MR dans la médiation des effets de l’AngII [344–347]. 

Cela pose donc la question des différences physiopathologiques entre le modèle de challenge 

NAS et de traitement chronique à l’AngII. 

 

1.1.1 Effets de l’AngII indépendants du MR 

Dans la majorité des modèles expérimentaux de traitement à l’AngII, l’utilisation 

d’antagonistes du MR préviennent les effets délétères de l’AngII, mais seulement partiellement 

[344–347]. L’hypertension induite par l’AngII n’est, par exemple, jamais complètement 

prévenue par le blocage du MR [344–347]. De plus, dans une étude de Di Zhang et al., 

l’antagonisme du MR n’était pas capable de prévenir la fibrose induite par un traitement 

chronique à l’AngII [17]. Ces données laissent penser que le MR est impliqué dans la médiation 

de certains effets de l’AngII in vivo mais que d’autres mécanismes pathologiques son également 

à l’œuvre. Les effets délétères de l’AngII passent également par des mécanismes a priori 

indépendants du MR. L’activation de l’AT1R dans les CML vasculaires, les cellules 

endothéliales et les cardiomyocytes, est à l’origine de nombreux mécanismes pathologiques tels 

que la vasoconstriction, l’hypertension, le stress oxydant, l’inflammation, la dysfonction 

endothéliale, et la fibrose [348]. Ces effets de l’AngII, au moins en partie indépendants du MR, 

pourraient donc représenter une différence entre les modèles pathologiques induits par un 

traitement à l’AngII et le modèle de surcharge minéralocorticoïde NAS, pouvant 

potentiellement expliquer la différence d’implication de NGAL entre ces deux modèles. 
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1.1.2 Complexité des interactions entre les signalisations de l’AngII et du MR 

De nombreuses études ont démontré un lien important entre les signalisations de l’AngII 

et du MR [17, 346, 349, 350]. D’après la physiologie classique de la cascade du SRAA, l’AngII 

va activer son récepteur AT1R et induire la production surrénalienne d’Aldo, cette dernière 

activant ensuite le MR. In vivo, les choses ne sont pourtant pas si simples. Après un traitement 

chronique avec de l’AngII, les niveaux plasmatiques d’Aldo ne sont par exemple pas augmentés 

[17], suggérant l’existence d’autres mécanismes de régulation ou de compensation de sa 

production. En outre, les interactions entre les voies du MR et de l’AngII sont bien plus 

complexes que la schématique cascade du SRAA. Il a été montré, par exemple, que l’AngII 

était capable d’activer le MR de manière indépendante de la production d’Aldo. En effet, dans 

une étude de Jaffe et al. réalisée avec des CML vasculaires en culture, l’AngII était capable 

d’induire la translocation nucléaire du MR et d’activer un rapporteur d’expression présentant 

une région de réponse au MR [349]. Cet effet était bloqué par le traitement avec du Losartan, 

un inhibiteur de l’AT1R, mais pas par le blocage de l’Aldo synthase. Dans ce contexte, 

l’activation du MR par l’AngII semblait donc passer par l’AT1R mais pas par la production 

d’Aldo [349]. Il a été montré ensuite que cette activation directe du MR par l’AngII faisait 

intervenir la protéine Rac1. Dans le rein de souris transgéniques surexprimant l’AngII traitées 

avec un régime riche sel, la translocation nucléaire du MR et l’expression de son gène cible 

SGK1 étaient augmentées indépendamment du niveau d’Aldo plasmatique [346]. Ces effets 

étaient associés à une augmentation de l’activité de Rac1 et étaient prévenus par l’utilisation 

d’un inhibiteur de Rac1, soulignant son rôle dans l’activation du MR par l’AngII [346].  

Ces études mettent en évidence des mécanismes multiples d’activation du MR, 

dépendant ou indépendant de l’Aldo. On peut donc imaginer que les conséquences 

fonctionnelles pourraient varier selon le type d’activation. Ceci pourrait donc représenter une 

autre divergence entre l’AngII et le NAS, pouvant expliquer l’implication différentielle de 
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NGAL entre ces modèles. De manière intéressante, il a par exemple été montré récemment que 

Gal-3, une autre cible du MR dans le système CV, était impliquée dans les effets de l’AngII 

[351], ce qui contraste avec nos résultats concernant NGAL. Il est d’ailleurs intéressant de noter 

que, contrairement à NGAL, l’expression de Gal-3 était augmentée dans le cœur de nos souris 

après 3 semaines de traitement à l’AngII (données non présentées). Ceci illustre bien une 

expression hétérogène des différentes cibles du MR après un traitement chronique à l’AngII.  

 

1.1.3 Impact potentiel du contexte inflammatoire sur l’implication de NGAL 

Dans notre étude, ni l’expression de NGAL, ni l’expression de marqueurs 

inflammatoires (TGFb, MCP-1, CD-68) n’étaient augmentées après 3 semaines de traitement à 

l’AngII. Les propriétés pro-inflammatoires de l’AngII sont connues [352], et nous avons en 

effet observé une induction cardiaque de marqueurs pro-inflammatoires après 3 jours de 

traitement à l’AngII. Cependant, nos données indiquent que le traitement à l’AngII n’induit pas 

de statut pro-inflammatoire chronique dans le cœur puisque ces marqueurs ne sont plus induits 

après 3 semaines. Les données de nos collaborateurs des Pays-Bas vont dans le même sens. 

L’infiltration immunitaire dans le cœur des souris traitées avec de l’AngII était augmentée de 

manière précoce mais n’était pas maintenue après plusieurs semaines. Ceci avait d’ailleurs 

également été décrit dans l’étude de Di Zhang et al. dans laquelle les souris ne présentaient pas 

d’infiltration de macrophages ou d’induction de certains marqueurs inflammatoire (CD68, 

TNF-a, ICAM et VCAM) après un traitement chronique à l’AngII [17].  

Ceci pourrait représenter une différence de taille avec le contexte profibrotique induit 

par le challenge NAS dans lequel l’inflammation et l’induction de NGAL sont maintenues, 

même après 4 semaines (Tarjus et al., 2015). Cette hypothèse est également renforcée par de 

nombreuses données de la littérature suggérant l’existence d’un cercle vicieux dans lequel 

NGAL serait surexprimée en conditions inflammatoires et capable de potentialiser 
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l’inflammation grâce à l’induction de l’expression de médiateurs pro-inflammatoires (cf. 

chapitre 3.6 et Figure 9). Cette boucle d’amplification de NGAL en conditions inflammatoires 

pourrait donc expliquer l’absence d’induction de NGAL après 3 semaines d’AngII et son 

implication différentielle entre les modèles de traitement à l’AngII et de challenge NAS.  

 
2 – Impact de l’invalidation génique de NGAL dans les effets CV de l’Iso 

 
 Nous avons ensuite voulu étudier l’implication potentielle de NGAL dans les effets 

profibrotiques d’un traitement à l’Iso. Nous avons d’abord réalisé plusieurs traitements 

chroniques mais aucune des doses testées ne nous a permis d’induire de fibrose cardiaque chez 

la souris C57Bl6. Nous avons alors décidé d’utiliser un modèle profibrotique induit par un 

traitement aigu à l’Iso, décrit récemment par Vergaro et al. [339]. Nous avons injecté des souris 

WT et KO NGAL avec de très fortes doses d’Iso sur un temps court (2 injections par jour d’Iso 

à 150 mg/kg/injection pendant 2 jours). Quatre semaines après injection, le cœur des souris 

traitées avec de l’Iso présentait une légère augmentation de l’expression de NGAL et de 

marqueurs profibrotiques (Col-1 et TGF-b) ainsi qu’une fibrose interstitielle. Cependant, aucun 

de ces effets n’était prévenu par l’invalidation génique de NGAL chez les souris KO. NGAL 

ne semble donc pas impliquée dans les mécanismes profibrotiques induits par l’Iso (Figure 21). 

L’exploration de l’expression de marqueurs pro-inflammatoires ne nous a par ailleurs pas 

permis d’identifier de statut inflammatoire dans le cœur des souris traitées avec de l’Iso 4 

semaines après injection.  

 

Comme pour l’AngII, de nombreuses études ont montré un lien entre le MR et les effets 

de l’Iso in vivo grâce à l’utilisation d’antagonistes du MR. Chez le rat, le traitement chronique 

à l’Iso induit une dysfonction cardiaque, une hypertrophie et une fibrose cardiaque associée à 

une expression de marqueurs profibrotiques (Col-1, Col-3, CTGF, a-SMA, TGF-b) et pro-
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inflammatoires (TNF-a et IL1b), ainsi qu’une vasoconstriction et une dysfonction endothéliale 

[353–359]. De plus, il a été rapporté que l’Iso induisait une activation de l’expression cardiaque 

de SGK1 in vivo [356], suggérant une activation du MR par l’Iso. Tous ces effets délétères sont 

prévenus par l’utilisation d’antagonistes du MR, soulignant donc bien l’implication de ce 

dernier dans la physiopathologie de l’activation b-adrénergique par l’Iso [353–359].   

 

Plusieurs différences sont à noter entre notre modèle expérimental et celui utilisé pour 

analyser les effets de l’antagonisme du MR dans les effets de l’Iso. D’abord, une majorité de 

ces études est réalisée chez le rat, animal modèle beaucoup plus sensible à la fibrose que la 

souris, a fortiori sur fond C57Bl6. En effet, les doses d’Iso utilisées dans la littérature pour 

induire de la fibrose chez le rat vont de 0,3 à 5 mg/kg/jour [353–359]. A titre de comparaison, 

l’utilisation de doses allant jusqu’à 60 mg/kg/jour (soit 10x plus) chez la souris C57Bl6 n’ont 

pas permis d’induire de fibrose cardiaque dans nos conditions expérimentales. Une autre 

différence de poids est la durée et l’intensité du traitement. Les études réalisées sur les rats 

utilisent généralement des traitements chroniques à l’Iso durant de 1 à 2 semaines, là où notre 

protocole consistait en seulement 2 jours d’injections. Finalement, les doses utilisées sont sans 

comparaison, nos injections apportant environ 100 fois plus d’Iso par jour que les traitements 

utilisés chez le rat. Tous ces éléments rendent donc difficile la comparaison entre nos résultats 

et ceux obtenus dans ces différentes études.   

 

 L’étude récente de Vergaro et al. était réalisée chez la souris et utilisait un protocole 

proche du notre, rendant la comparaison plus facile. Les souris utilisées dans cette étude 

présentaient cependant une surexpression cardiaque de l’Aldo synthase, ce qui constitue tout 

de même une différence notable. Cette étude était d’autant plus intéressante qu’elle s’intéressait 

au rôle de Gal-3, une autre cible du MR, dans les effets de l’Iso. Leurs résultats indiquent que 
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le blocage pharmacologique du MR ou de Gal-3 protègent contre la dysfonction cardiaque et la 

fibrose induites par l’Iso. De manière intéressante, le blocage combiné de ces deux voies 

présentait un effet protecteur plus important que le blocage du MR ou de Gal-3 uniquement. 

Cela suggère un effet profibrotique de Gal-3 indépendant de la signalisation du MR ainsi qu’un 

effet délétère de l’activation du MR ne passant pas par Gal-3. Il a été montré in vitro, par 

exemple, que la signalisation du MR permettait de potentialiser les effets de l’Iso [360], ce qui 

pourrait expliquer une partie des effets protecteurs des antagonistes du MR dans les modèles 

de traitement à l’Iso.  

Les effets de l’activation du MR sont donc multiples et ne sont probablement pas tous 

médiés par une seule voie de signalisation (NGAL, Gal-3, etc.). Ceci pourrait donc expliquer 

les différences observées entre l’antagonisme du MR et l’invalidation de NGAL dans les effets 

de l’Iso. Par ailleurs, comme pour l’AngII, l’absence de statut inflammatoire chronique dans 

notre modèle de traitement à l’Iso pourrait expliquer que NGAL ne soit pas impliquée dans les 

effets délétères de l’Iso.   

   

3 – Impact de l’invalidation génique de NGAL dans les effets CV de l’infarctus 
du myocarde 

                                                
Le dernier modèle profibrotique que nous avons utilisé est un modèle d’infarctus du 

myocarde (IM) par ligature coronaire gauche. De nombreuses études ont montré un effet 

bénéfique de l’utilisation des antagonistes du MR dans les effets néfastes de l’IM, à la fois dans 

des modèles animaux [45–47] et en clinique humaine [51, 52], suggérant un rôle important de 

l’activation du MR dans la physiopathologie de l’IM. Par ailleurs, il a été montré que 

l’expression de NGAL était augmentée dans le plasma de patients ayant subi un IM [304, 361, 

362]. NGAL étant un biomarqueur de lésion rénale [219, 363], il est toutefois difficile de 

dissocier la modulation de NGAL directement due aux lésions CV de celle expliquée par la 

dysfonction rénale souvent associée aux maladies CV. Cependant, certaines études ont montré 
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un lien entre NGAL et maladies CV indépendant de la fonction rénale. Chez des patients 

souffrant de maladie coronarienne, les niveaux plasmatiques de NGAL étaient élevés, malgré 

l’absence de dysfonction rénale [364], et étaient corrélés à la gravité de la maladie [365]. De 

plus, NGAL est un prédicteur de mortalité et de maladie CV chez des patients âgés sans maladie 

rénale [312] ainsi que chez des patients insuffisant cardiaque après un IM [266, 307]. Des 

niveaux élevés de NGAL ont également été décrits dans le cœur de rongeurs ayant subi un IM 

[206, 266, 277, 321] ainsi que dans d’autres modèles d’ischémie cardiaque [277, 317]. En 

accord avec ces données, les souris de notre première étude (Martinez-Martinez et al.) 

présentaient une augmentation de l’expression cardiaque de NGAL 7 jours après l’IM. Cette 

augmentation de l’expression de NGAL était par ailleurs prévenue par le blocage du MR par la 

finérénone, soulignant le rôle de l’activation du MR dans l’induction de NGAL dans ce 

contexte.  

L’implication de NGAL dans les effets délétères de l’ischémie cardiaque a été étudiée 

chez la souris KO NGAL. Dans un modèle de cœur isolé perfusé, les souris KO NGAL 

présentaient une meilleure fonction contractile cardiaque que les souris WT après un épisode 

d’I/R, ainsi qu’une taille d’infarctus réduite [317]. Par ailleurs, une étude récente de Sung et al. 

a montré que les souris KO NGAL soumises à un IM présentait une diminution de l’apoptose 

et une fonction cardiaque préservée 24h après l’infarctus [321]. 

Le modèle de ligature coronaire réalisé par nos collaborateurs de Rouen avait pour 

objectif d’étudier le rôle de NGAL dans les effets chroniques de l’IM sur la fonction et le 

remodelage cardiaque. Leurs analyses de la fonction cardiaque des souris ligaturées ont révélé 

un effet bénéfique de l’invalidation génique de NGAL sur la dysfonction cardiaque induite par 

l’IM, 3 mois après la ligature. Ceci révèle donc un effet protecteur durable de l’invalidation de 

NGAL sur la fonction cardiaque en plus de la protection précoce déjà décrite par Sung et al. 

[321]. Par ailleurs, les souris KO NGAL présentaient une diminution de la fibrose et de 
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l’inflammation cardiaque induites par l’IM. Ceci pourrait d’ailleurs expliquer en partie 

l’amélioration de la fonction cardiaque observée chez les souris KO NGAL après l’IM, puisque 

le remodelage pathologique cardiaque participe à la dégradation de la fonction cardiaque après 

un IM [366–368].  

 Les résultats de cette étude mettent en évidence un rôle important de NGAL dans les 

mécanismes inflammatoires et fibrotiques induits par l’IM, ce qui contraste avec les résultats 

que nous avons obtenus dans les modèles de traitement à l’AngII et à l’Iso (Figure 21). Comme 

proposé précédemment, cette différence dans l’implication de NGAL pourrait résider dans le 

contexte inflammatoire chronique observée dans le cœur des souris soumises à un IM.  

 

 
Figure 21 – Implication de NGAL dans certains modèles profibrotiques 

NGAL est impliquée (en vert) dans les effets pathologiques de l’infarctus du myocarde et du challenge 
NAS, mais pas (en gris) du traitement à l’AngII ou à l’Iso.  
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2 – Mécanismes impliqués dans les effets pathologiques de NGAL  
 

Le travail de Tarjus et al. a permis de mettre en évidence le rôle crucial de NGAL dans 

la médiation des effets délétères de l’activation du MR dans le système CV [323]. Cependant, 

la source de NGAL impliquée dans ces effets néfastes n’a pas été clairement identifiée. Le rôle 

important des cellules immunitaires dans les pathologies hypertensives [166, 187], cardiaques 

[165, 331] et rénales [170] est maintenant bien établi. De plus, un nombre croissant d’études 

décrivent le rôle du MR exprimé par les cellules immunitaires dans l’évolution des maladies 

CV [173]. NGAL étant décrite comme une protéine inflammatoire [193, 332–334], nous avons 

émis l’hypothèse que la production de NGAL par les cellules immunitaires pourrait être 

impliquée dans les lésions cardiaques et rénales induites par l’activation du MR.  

Afin de tester cette hypothèse, nous avons généré, par transfert de moelle osseuse (MO), 

des souris chimériques présentant une déplétion de NGAL dans leurs cellules immunitaires 

(MO KO). Nous avons ensuite soumis ces souris au challenge NAS afin d’évaluer le rôle de la 

NGAL produite par les cellules immunitaires dans les effets pathologiques de l’activation du 

MR.  

Chez les souris WT, le challenge NAS induisait le recrutement de différentes 

populations immunitaires au niveau des nœuds lymphatiques, organes lymphoïdes secondaires 

dans lesquels les cellules immunitaires sont recrutées et activées, mettant donc en évidence un 

rôle pro-inflammatoire systémique de l’Aldo. De plus, le challenge NAS induisait une 

augmentation de l’expression de NGAL dans les Mϕ, les PBMCs, et les DCs, révélant un rôle 

de l’Aldo dans la production de NGAL dans ces populations immunitaires in vivo.  

Les souris MO KO soumises au challenge NAS présentaient une pression artérielle 

légèrement augmentée, mais significativement plus basse que celle des souris témoins. De plus, 

elles étaient protégées contre la fibrose et l’inflammation cardiaque et rénale induites par le 

challenge NAS. Ces données mettent donc en évidence un rôle primordial de la production de 
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NGAL par les cellules immunitaires dans la médiation des effets néfastes de l’activation du MR 

in vivo (Figure 21). Elles suggèrent en outre une implication de la NGAL produite par les 

cellules immunitaires à la fois dans l’hypertension, la fibrose et l’inflammation induites par 

l’Aldo.  

 

2.1 Implication de NGAL dans les mécanismes inflammatoires 
 

L’expression de NGAL est décrite dans divers types de populations immunitaires [211, 

215, 217, 218]. De plus, des niveaux élevés de NGAL ont été identifiés dans de nombreuses 

situations inflammatoires chez l’animal [245, 279] et chez l’homme [254–258, 278]. Nous 

avons donc décidé d’étudier l’implication spécifique de la NGAL produite par les cellules 

immunitaires dans les effets cardiaques et rénaux d’une surcharge minéralocorticoïde. Nos 

résultats révèlent un rôle majeur de cette source de NGAL dans les effets de l’activation du MR 

in vivo, renforçant encore ce lien entre NGAL et mécanismes inflammatoires.  

 

2.1.1 Implication de NGAL dans l’amplification de l’inflammation  

Il a été décrit que NGAL pouvait être induite par une activation de la voie NFkB [205, 

214, 243, 244, 263, 265, 267, 271–275] et par divers stimuli pro-inflammatoires [213, 214, 

259–262, 264, 266, 269, 270]. A l’inverse, NGAL est elle-même capable d’induire l’expression 

de médiateurs pro-inflammatoires [215, 232, 276]. De plus, les données in vitro de notre 

première étude sur des fibroblastes cardiaques mettent en évidence la capacité de NGAL à 

activer la voie NFkB également, ce qui avait déjà été montré dans d’autres types cellulaires 

[237, 369, 370]. Tous ces éléments suggèrent l’existence d’une boucle d’amplification dans 

laquelle NGAL serait surexprimée en conditions inflammatoires et capable de potentialiser 

l’inflammation grâce à l’induction de médiateurs pro-inflammatoires. 
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 Dans notre seconde étude (Buonafine et al.), le traitement de fibroblastes cardiaques en 

culture avec de la NGAL recombinante induisait l’expression de cytokines pro-inflammatoires 

(IL-6, IL1-b) illustrant un rôle pro-inflammatoire direct de NGAL sur ces cellules cardiaques. 

Il est donc possible que NGAL soit produite par les cellules immunitaires directement au niveau 

des organes enflammés et qu’elle participe localement à l’amplification de l’inflammation et 

au recrutement de nouvelles cellules immunitaires (Figure 22). En accord avec cette hypothèse, 

nous avons observé une augmentation de l’infiltration immunitaire (immunomarquage de CD3, 

CD68, et CD80) et de l’expression de marqueurs pro-inflammatoires (immunomarquage de 

MCP-1, OPN et TNF-a) dans le cœur et le rein des souris MO WT soumises au challenge NAS 

mais pas dans ceux des souris MO KO. Cela suggère que la production de NGAL par les cellules 

immunitaires au niveau de l’organe enflammé induit un environnement pro-inflammatoire qui 

amplifie le recrutement immunitaire au niveau de l’organe, aggravant ainsi les lésions 

tissulaires (Figure 22). Ces données sont en accord avec plusieurs études mettant en évidence 

une diminution de l’infiltration des neutrophiles et macrophages après un épisode d’I/R dans le 

cœur des souris KO NGAL ou traitées avec des anticorps anti-NGAL [223, 277, 371]. Cette 

altération du recrutement immunitaire chez les souris KO NGAL est de plus associée à une 

diminution de l’expression de marqueurs pro-inflammatoires et, en particulier, des chimiokines 

favorisant l’infiltration et l’adhésion des cellules inflammatoires [231, 371].  

 

Comme mentionné précédemment, cette boucle d’amplification de NGAL pourrait 

expliquer en partie les différences d’implication de NGAL entre les divers protocoles 

profibrotiques que nous avons réalisés. Dans le NAS, l’inflammation induite par l’activation du 

MR est chronique, comme en atteste l’augmentation des marqueurs pro-inflammatoires dans le 

cœur et le rein des souris MO WT soumises au NAS. De même, chez les souris soumises à une 

ligature coronaire, les marqueurs inflammatoires étaient augmentés 3 mois après l’IM chez les 
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souris WT-IM mais pas chez les souris KO-IM. A l’inverse, dans nos conditions, les souris 

traitées avec de l’AngII ou de l’Iso ne présentaient pas de statut inflammatoire cardiaque après 

plusieurs semaines.  

 

Par ailleurs, une donnée intéressante est que, lors du protocole d’irradiation et de 

transplantation de moelle osseuse, la mortalité des souris transplantées avec de la moelle 

osseuse KO NGAL était moins importante (environ 4x moins, cf. Matériel & Méthodes) que 

chez les souris transplantées avec de la moelle WT. Nous pouvons donc faire l’hypothèse que 

ces souris MO KO présentaient moins d’inflammation délétère induite par l’irradiation et/ou 

par la greffe, comme ce qui est retrouvé dans des modèles animaux d’allogreffe de cœur par 

exemple [223].  

 

2.1.2 Source cellulaire de NGAL au site de lésion inflammatoire 

Les stimuli pro-inflammatoires sont capables d’induire l’expression de NGAL dans 

différents types cellulaires [213, 214, 259–261, 264]. De plus, nos résultats démontrent la 

capacité de l’Aldo à induire l’expression de NGAL dans les fibroblastes cardiaques in vitro 

(Martinez-Martinez et al.) et dans les Mϕ, les PBMCs, et les DCs in vivo (Buonafine et al.). 

Cette multiplicité des sources possibles de NGAL soulève donc la question de l’origine 

cellulaire de la NGAL impliquée dans l’inflammation et le remodelage des organes lésés.  

L’abolition de l’expression de NGAL dans les cellules immunitaires prévient le 

remodelage et l’inflammation cardiaque et rénale induites par le NAS. Ceci met donc en 

évidence le rôle crucial de la NGAL produite par les cellules immunitaires dans les processus 

délétères induits par l’activation du MR dans les organes. De plus, les souris KO MO, soumises 

ou non au challenge NAS, présentaient une expression diminuée de NGAL cardiaque, révélant 

les cellules immunitaires comme une source majeure de NGAL cardiaque. L’inflammation 
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cardiaque induite par le NAS est donc à l’origine d’une infiltration de cellules immunitaires qui 

vont libérer de la NGAL localement, elle-même à l’origine d’une amplification de 

l’inflammation. A l’inverse, l’expression rénale de NGAL n’était pas différente chez les souris 

KO MO en comparaison des souris témoins. Ceci est probablement dû à une accumulation 

rénale de NGAL, qui est hautement réabsorbée dans le tubule proximal [222] et produite par 

les cellules du tubule distal [285]. Les souris KO MO étaient cependant protégées de 

l’inflammation et du remodelage rénal induits par le NAS, ce qui suggère que cet effet 

protecteur serait indépendant du niveau total de NGAL rénal.  

L’implication rénale de la NGAL produite par les cellules immunitaires pourrait donc 

être indirecte ou dépendre de sa localisation rénale. Il a été montré récemment dans un modèle 

de souris spontanément protéinurique que l’expression de NGAL était induite au niveau des 

tubules mais pas au niveau du glomérule rénal [342]. L’invalidation génique de NGAL dans ce 

modèle permettait de diminuer la gravité des lésions tubulaires rénales mais pas des lésions 

glomérulaires, indiquant bien une importance de la localisation de la production/sécrétion de 

NGAL dans la médiation de ses effets délétères [342]. 

L’implication pathologique de NGAL au niveau rénal pourrait également faire 

intervenir des mécanismes de spécificité octroyant à la NGAL produite par les cellules 

immunitaires des effets différents de la NGAL produite par les autres types cellulaires, et en 

particulier par les cellules rénales. Il a par exemple été montré que les neutrophiles sécrétaient 

principalement NGAL sous forme dimérique alors que les cellules épithéliales la sécrètent sous 

forme monomérique [372]. Ceci pourrait avoir un effet sur son activité ou sa stabilité, la NGAL 

monomérique étant plus rapidement éliminée de la circulation que la NGAL dimérique [221]. 

Par ailleurs, il a été montré que l’état de polyamination ou de désamidation de NGAL jouait un 

rôle important dans sa stabilité et dans la médiation de ses effets [325]. La désamidation de 

NGAL diminue l’excrétion de NGAL, ce qui favorise son accumulation dans les vaisseaux et 
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l’induction de processus pathologiques tels que l’hypertension, l’inflammation et la dysfonction 

endothéliale [325]. Enfin, la liaison de NGAL à un complexe sidérophore-fer a également été 

impliquée dans la régulation de son internalisation cellulaire et de l’induction de certaines voies 

de signalisation [281, 373]. Quoi qu’il en soit, cette potentielle spécificité de la NGAL produite 

par les cellules immunitaires reste à être étudiée.   

 

2.1.3 Populations immunitaires impliquées dans la production de NGAL  

Nos résultats mettent évidence le rôle primordial de la NGAL produite par les cellules 

immunitaires dans les effets cardiaques et rénaux de l’activation du MR. Cependant, nous 

n’avons pas identifié si une population immunitaire en particulier était impliquée de manière 

prédominante dans cette production. NGAL a d’abord été décrite dans les neutrophiles [211] et 

observée plus tard dans d’autres types de cellules immunitaires telles que les macrophages [215, 

217] et les cellules dendritiques [218]. La production de NGAL par l’un ou plusieurs de ces 

types cellulaires pourrait donc être impliquée dans les effets néfastes de l’activation du MR.  

 

2.1.3.1 Macrophages  

L’invalidation génique du MR dans les cellules myéloïdes (Mϕ, DCs et neutrophiles) 

prévient l’inflammation et la fibrose dans de nombreux modèles profibrotiques cardiaques et 

rénaux [90, 178, 182, 183] et, en particulier, dans le modèle DOCA-sel [180, 181]. Par ailleurs, 

il a été montré que le MR exprimé par les cellules myéloïdes contrôlait la polarisation des 

macrophages vers un phénotype pro-inflammatoire M1 [176–178], connu pour son rôle dans 

les processus inflammatoires et fibrotiques [374]. L’implication de NGAL dans ce mécanisme 

a également été mise en évidence in vitro et in vivo [277]. Il est donc parfaitement concevable 

que la polarisation des macrophages induite par l’activation du MR exprimé par les cellules 

myéloïdes soit médiée par NGAL. Ceci pourrait être démontré in vitro en utilisant des 
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macrophages invalidés pour NGAL (provenant de souris KO NGAL par exemple) et traitées 

avec de l’Aldo afin d’évaluer l’impact de l’absence de NGAL sur la polarisation des 

macrophages induite par l’activation du MR (mise en évidence par Usher et al.[178]). 

Dans notre étude, l’expression de NGAL était augmentée in vivo dans les macrophages 

des souris soumises au challenge NAS. De plus, les souris MO WT soumises aux NAS 

présentaient une infiltration macrophagique cardiaque et rénale (marqueur CD68) augmentée, 

ce qui n’était pas le cas des souris MO KO. Cela suggère que la production de NGAL par les 

macrophages pourrait jouer un rôle important dans la médiation des effets cardio-rénaux de 

l’activation du MR. De plus, les souris MO WT soumises au NAS présentaient une induction 

des marqueurs MCP-1, TNF-a et CD80 qui sont considérés comme des marqueurs de 

macrophages M1 [176, 375, 376]. Cette induction n’était cependant pas retrouvée chez les 

souris MO KO, ce qui laisse penser que la production de NGAL par les cellules immunitaires 

serait impliquée dans la polarisation des macrophages in vivo, participant à l’inflammation et 

aux lésions tissulaires. Ce dernier point mériterait d’être exploré en plus grands détails.   

  

2.1.3.2 Cellules dendritiques 

Il a été montré que les DCs étaient impliquées dans l’hypertension et l’inflammation 

vasculaire induites par le challenge DOCA-sel [377]. De plus, il est décrit que ce challenge 

minéralocorticoïde induit la polarisation des LT vers un phénotype pro-inflammatoire 

Th1/Th17, via l’activation du MR exprimé par les DCs [175]. Cette polarisation pourrait être 

un élément important des effets de l’activation du MR car l’effet protecteur des antagonistes du 

MR dans le DOCA-sel est associé à une inhibition de la polarisation Th17 des LT [175, 186]. 

En outre, cette polarisation médiée par le MR des DCs pourrait faire intervenir NGAL. Il a en 

effet été montré que la NGAL secrétée par les DCs était impliquée dans l’activation et la 

polarisation des LT [218]. De plus, des données non publiées de notre laboratoire indiquent que 
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le traitement de DCs avec de l’Aldo in vitro entraîne l’expression de cytokines impliquées dans 

l’activation des LT et que cette induction est perdue lorsque les DCs n’expriment pas NGAL 

(DCs provenant de souris KO NGAL). Une étude de co-culture de LT et de DCs avec ou sans 

ajout de NGAL est également en cours de réalisation par des collaborateurs du Chili afin de 

déterminer l’importance de la NGAL exogène dans l’activation des LT par les DCs. 

En accord avec cette implication potentielle de la NGAL produite par les DCs dans les 

effets des minéralocorticoïdes, les données de notre étude révèlent une augmentation de 

l’expression de NGAL in vivo dans les DCs provenant de souris soumises au NAS.  

 

2.1.3.3 Granulocytes neutrophiles 

 Les granulocytes neutrophiles sont également connus comme une source importante de 

NGAL [209, 271] et leur implication dans les processus physiopathologiques cardio-rénaux a 

été démontrée [378, 379]. Gilet et al. ont montré que l’activation du MR exprimé par les 

neutrophiles humains par l’Aldo induisait la production de NGAL en complexe avec la MMP-

9 [380]. Par ailleurs, Aigner et al. ont identifié les neutrophiles comme la source principale de 

NGAL libérée au moment de l’infiltration immunitaire dans le cœur de souris après un épisode 

d’I/R. Nos données indiquent un recrutement important de neutrophiles au niveau des nœuds 

lymphatiques des souris soumises au NAS, soulignant leur activation dans ce contexte 

inflammatoire. Nous n’avons cependant pas pu évaluer l’expression de NGAL dans cette 

population cellulaire.  

  

2.2 Implication de NGAL dans les mécanismes hypertensifs 
 

De plus en plus de données décrivent le rôle des cellules immunitaires dans 

l’hypertension [166, 187, 188] et une étude récente a mis en évidence l’implication du MR 

exprimé par les LT dans ce mécanisme, via la régulation de l’expression de l’IFN-g [185]. Par 
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ailleurs, il a été montré que l’IFN-g était capable d’activer la réabsorption de sodium au niveau 

du néphron distal, jouant ainsi sur la régulation de la pression artérielle [381, 382]. Le rôle de 

NGAL dans les mécanismes hypertensifs a également été mis en évidence dans des modèles 

animaux d’obésité, les souris KO NGAL étant protégées contre l’hypertension, l’inflammation 

et la dysfonction cardio-métabolique induites par un régime riche en graisse [317, 324–326]. 

En clinique, la présence de polymorphismes dans le promoteur de NGAL a été associée à des 

modifications de la pression artérielle [383]. De plus, chez des patients souffrant d’hypertension 

essentielle, le niveau plasmatique de NGAL était plus important que chez des sujets sains et 

était corrélé au niveau de pression artérielle [384]. Le rôle direct de NGAL sur le contrôle de la 

pression artérielle a en outre été mis en évidence par l’administration conjointe de NGAL 

recombinante et d’acide linoléique chez la souris, ce qui induisait une augmentation de la 

pression des souris [325].  

L’étude de Tarjus et al. a montré que l’invalidation génique complète de NGAL 

prévenait totalement l’augmentation de pression artérielle induite par le challenge NAS [323]. 

En comparaison, nos données indiquent que l’invalidation de NGAL dans les cellules 

immunitaires uniquement ne permet de reproduire cette protection que de manière partielle. Les 

souris MO KO soumises aux NAS présentaient une pression artérielle significativement 

diminuée par rapport aux souris MO WT traitées, mais tout de même augmentée par rapport 

aux souris non traitées. Cela suggère donc que la NGAL produite par les cellules immunitaires 

est importante pour les effets hypertensifs de l’activation du MR, mais que d’autres sources de 

NGAL sont également impliquées. Des données non publiées de notre laboratoire indiquent 

que NGAL est impliquée dans la modulation de la réabsorption rénale de sodium et dans la 

modulation de la pression artérielle. Cet effet pourrait donc être médié en partie par la NGAL 

inflammatoire, mais faire intervenir également la NGAL produite localement par le rein. 
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Comme évoqué précédemment, la source de NGAL pourrait avoir un impact sur son activité et 

donc sur son rôle dans ces mécanismes.  

 

2.3 Implication de NGAL dans les mécanismes profibrotiques 
 

Les mécanismes profibrotiques sont étroitement liés aux mécanismes inflammatoires et 

hypertensifs. Au niveau du cœur, l’hypertension artérielle induit une surcharge mécanique du 

ventricule gauche qui est associée à une augmentation de la sécrétion de collagène et à la mise 

en place d’une fibrose [385]. Dans le rein, l’hypertension artérielle systémique est à l’origine 

d’une augmentation de la pression artérielle intra-rénale qui favorise le remodelage et la fibrose 

tubulo-interstitiel [386]. Cependant, il a également été démontré que le développement de la 

fibrose pouvait être indépendant des modifications de pression artérielle [385]. Dans la 

néphropathie hypertensive, l’antagonisme du MR réduit les modifications vasculaires 

observées dans une variété de modèles murins sans qu’il n’y ait de diminution de la pression 

artérielle, ce qui indique un effet protecteur non hémodynamique du blocage du MR [100, 112–

115]. En particulier, l’invalidation du MR dans les cellules endothéliales [97], ou l’utilisation 

de faible doses d’antagonistes du MR [387], sont sans effet sur l’augmentation de pression 

artérielle induite par le challenge DOCA-sel mais protègent les souris de la fibrose cardiaque, 

probablement grâce à une limitation de l’inflammation. L’inflammation joue en effet un rôle 

important dans les mécanismes profibrotiques, notamment via l’activation des myofibroblastes 

qui participent activement à la production de MEC et à la mise en place de la fibrose [148, 149]. 

Il est aujourd’hui bien décrit que l’activation chronique du MR est associée aux mécanismes de 

remodelage de la MEC, de croissance cellulaire et de fibrose qui participent au développement 

des maladies CV et rénales [42, 43, 45, 151–155]. Le rôle de NGAL comme médiateur potentiel 

de ces effets est une piste encore neuve. L’implication de NGAL dans les mécanismes 

profibrotiques a tout d’abord été suggérée par l’identification de sa liaison avec la MMP-9, 
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protéine impliquée dans les mécanismes de remodelage tissulaire [198]. Par la suite, cette 

implication a été montrée dans un modèle de CKD chez la souris dans lequel l’invalidation 

génique de NGAL prévenait le développement de la fibrose rénale [289]. Plus récemment, 

Tarjus et al. ont démontré le rôle crucial de NGAL dans les effets profibrotiques de l’activation 

du MR dans le challenge NAS [323]. Dans notre étude, l’invalidation de NGAL dans les 

cellules immunitaires protégeait les souris du remodelage cardiaque et rénal induit par le NAS. 

Nos données confirment donc le rôle majeur de NGAL dans la fibrose induite par l’activation 

du MR in vivo et mettent en évidence l’importance de la production de NGAL par les cellules 

immunitaires dans la médiation de ces effets. 

 Les mécanismes par lesquels NGAL induit la fibrose sont probablement multiples. Sa 

liaison à la MMP-9 pourrait en constituer un, même si l’existence du complexe NGAL/MMP-

9 chez la souris reste controversé. Il est, par ailleurs, envisageable que NGAL se lie à d’autres 

molécules capables de moduler la fibrose. Il a été montré, par exemple, que NGAL pouvait se 

lier et réguler négativement l’activité du HGF (Hepathocyte Growth Factor), un peptide connu 

pour ses propriétés antifibrotiques [388]. De manière intéressante, les données in vitro de nos 

deux études mettent en évidence un rôle profibrotique direct de NGAL sur les fibroblastes 

cardiaques en culture. Elles indiquent de plus que NGAL sert de médiateur aux effets 

profibrotiques de l’Aldo. En effet, le traitement des fibroblastes avec de l’Aldo induit 

l’expression de NGAL et du Col-1. Cependant, l’inhibition de l’expression de NGAL par un 

siRNA entraîne la perte d’induction de l’expression de Col-1 par l’Aldo. Ceci suggère que 

NGAL pourrait agir comme un médiateur des effets profibrotiques de l’Aldo in vivo. Il est donc 

possible que NGAL soit produite par les cellules immunitaires en réponse à l’Aldo et qu’elle 

participe directement aux processus de remodelage et d’inflammation localement.  

 Par ailleurs, les données de notre seconde étude indiquent une action de NGAL sur la 

prolifération des fibroblastes in vitro. Cet effet prolifératif de NGAL avait déjà été décrit in vivo 
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dans des modèles d’I/R rénales dans lesquelles l’injection de NGAL recombinante induisait 

une prolifération des cellules tubulaires [222, 287] ainsi que dans un modèle d’IRC chez la 

souris, dans lequel les souris KO NGAL présentaient à l’inverse une prolifération tubulaire 

réduite [289]. Etant donné le rôle clé de la prolifération (des myofibroblastes en particulier) 

dans les mécanismes de remodelage et de fibrose [389], les effets prolifératifs de NGAL 

pourraient également être impliqués dans le remodelage pathologique des organes dans le 

contexte d’une surcharge minéralocorticoïde.  

 Enfin, il est intéressant de noter que des études ont montré un rôle de NGAL dans 

l’activation de la transition épithélio-mésanchymateuse in vivo et in vitro [233, 237]. Ce dernier 

effet de NGAL pourrait également être important dans la médiation des effets profibrotiques de 

NGAL, via l’activation des myofibroblastes.  

 

2.4 Voies de signalisations impliquées dans les effets pathologiques de NGAL 
 

2.4.1 Voie NFkB 

Un grand nombre d’études ont mis en évidence l’implication de la voie NFkB dans 

l’expression de NGAL [205, 214, 243, 244, 263, 265, 267, 271–275]. A l’inverse, certaines 

études ont montré que NGAL était elle-même capable d’activer la voie NFkB [237, 369, 370], 

ce qui est de première importance étant donné l’implication majeure de cette voie de 

signalisation dans les mécanismes inflammatoires et fibrotiques [390, 391], et en particulier 

dans le système CV. Dans un modèle de cellules surexprimant NGAL, Wang et al. ont par 

exemple montré que NGAL activait la voie NFkB via l’augmentation des niveaux de fer et de 

ROS intracellulaires [370]. En accord avec cela, les données de notre première étude indiquent 

que NGAL est capable d’activer la voie NFkB dans les cellules cardiaques, in vivo et in vitro. 

Le traitement de fibroblastes cardiaques avec de la NGAL recombinante induisait en effet une 

activation de la voie NFkB et le blocage de cette voie prévenait la production de Col-1 induite 
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par NGAL. Cela met donc évidence l’importance de la voie NFkB dans la médiation des effets 

profibrotiques directs de NGAL. Chez les souris ayant subi un IM, la voie NFkB était activée 

chez les souris WT sept jours après l’IM, mais ce n’était pas le cas chez les souris KO NGAL, 

soulignant l’importance de NGAL dans l’activation de cette voie in vivo. La voie NFkB semble 

donc impliquée dans les effets profibrotiques cardiaques de la cascade Aldo/MR/NGAL.  

 

2.4.2 Voie Erk1/2 

Une autre voie de signalisation dans laquelle NGAL a été décrite est la voie de 

signalisation ERK1/2. Cette voie de signalisation est connue en particulier pour son implication 

dans les processus de prolifération et de mort cellulaire [392]. Il a été montré que l’Aldo 

induisait le complexe NGAL/MMP-9 dans des neutrophiles humains en culture, et que cet effet 

était prévenu par l’utilisation d’un inhibiteur de la voie ERK1/2 [380]. Ce rôle de la voie 

ERK1/2 dans l’induction de NGAL a également été décrit dans des cellules épithéliales 

intestinales en réponse à une toxine bactérienne [393]. De manière intéressante, la voie NFkB 

n’était pas impliquée dans l’induction de NGAL dans ce contexte [393], ce qui souligne la 

diversité des voies d’inductions de NGAL en fonctions des situations. Il est intéressant de noter 

que l’expression du récepteur de NGAL 24p3R était induite par l’IL-1b dans des cellules 

mésangiales humaines en culture et qu’elle passait également par l’activation de la voie de 

signalisation ERK1/2 [394]. 

De nombreuses études ont, à l’inverse, montré que NGAL était capable d’activer la voie 

de signalisation ERK1/2 et que cette voie était impliquée dans les effets cellulaires de NGAL. 

Le traitement de cellules épithéliales en culture avec de la NGAL induisait une activation de la 

voie ERK1/2 ainsi qu’une induction de la migration cellulaire qui était perdue par l’inhibition 

de cette voie de signalisation [241]. De même, le traitement de neutrophiles humains en culture 

avec de la NGAL recombinante stimulait la migration cellulaire et l’expression de cytokines 
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pro-inflammatoires via le récepteur 24p3R et l’induction de la voie signalisation ERK1/2 [232]. 

Dans des modèles de cellules cancéreuses d’œsophage [234] ou de prostate [395], la 

surexpression de NGAL ou le traitement avec de la NGAL recombinante activait la voie 

ERK1/2 et le blocage de cette voie bloquait la migration et les propriétés invasives des cellules 

favorisées par NGAL. 

Dans notre première étude, le traitement de fibroblastes cardiaques avec de la NGAL 

recombinante induisait une activation de la voie ERK1/2. Cependant, l’inhibition de cette voie 

n’était pas capable de prévenir la production de Col-1 induite par NGAL. La voie ERK1/2 ne 

semble donc pas impliquée dans les effets profibrotiques directs de NGAL sur les cellules 

cardiaques. Par contre, l’activation de la voie ERK1/2 par NGAL laisse penser qu’elle pourrait 

participer aux effets prolifératifs de NGAL identifiés dans notre seconde étude, et qu’elle 

pourrait ainsi jouer un rôle dans le remodelage tissulaire pathologique induit par l’activation du 

MR. 
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Figure 22 – Mécanismes impliqués dans les effets pathologiques de NGAL 

La NGAL produite par les cellules immunitaires joue un rôle important dans les effets délétères de 
l’activation du MR. Les différents mécanismes possibles mis en jeux dans ces effets sont illustrés ici. 
TEM : Transition Epithelio-Mésanchymateuse, MΦ : Macrophage, M1 : Macrophage pro-
inflammatoire M1 
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3 – Conclusion et perspectives 
 

Les travaux de Tarjus et al. ont mis en évidence le rôle crucial de NGAL dans 

l’hypertension, l’inflammation et la fibrose induites par l’activation du MR dans le modèle de 

surcharge minéralocorticoïde NAS [323]. Le travail de thèse présenté ici avait pour objectif 

d’étudier la spécificité de l’implication de NGAL dans la médiation des effets profibrotiques 

de l’activation du MR dans le système CV et de déterminer les mécanismes mis en œuvre dans 

ces effets. Nos résultats indiquent que l’implication de NGAL dans les mécanismes délétères 

de l’activation du MR n’est pas universelle et qu’elle pourrait dépendre du contexte 

pathologique. En effet, NGAL ne semble pas impliquée dans les effets profibrotiques de l’AngII 

ou de l’Iso, alors que l’invalidation d’autres cibles du MR ou son antagonisme pharmacologique 

sont protecteurs dans ces modèles [339, 351, 353–359]. Par contre, NGAL joue un rôle 

important dans la fibrose, l’inflammation et la dysfonction cardiaque induites par un IM. Cette 

différence pourrait être expliquée par l’inflammation chronique observée dans le modèle d’IM 

et dans le challenge NAS. Cette hypothèse est renforcée par l’importance de la NGAL produite 

par les cellules immunitaires dans les effets de l’activation du MR mise en évidence dans notre 

seconde étude. La NGAL inflammatoire joue en effet un rôle majeur dans l’inflammation et la 

fibrose cardio-rénale induites par le challenge NAS. NGAL présente de plus des propriétés pro-

inflammatoires, profibrotiques et prolifératives in vitro, notamment via l’activation de la voie 

NFkB, ce qui suggère qu’elle pourrait jouer un rôle direct dans les lésions inflammatoire 

induites par l’activation du MR ainsi qu’un rôle indirect par amplification de l’inflammation 

(Figure 22). 

Nos travaux n’ont cependant pas permis d’élucider si une population immunitaire était 

impliquée de manière prépondérante dans la médiation des effets de NGAL. Il est envisageable 

que plusieurs types de cellules immunitaires soit mis en jeux et notamment les macrophages, 

les cellules dendritiques et les neutrophiles. Des études plus poussées devrons être réalisées afin 
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de disséquer plus finement le rôle spécifique de ces différentes populations dans les effets de 

NGAL.  

Par ailleurs, nos données indiquent un rôle seulement partiel de la NGAL produite par 

les cellules immunitaires dans la régulation de l’hypertension induite dans le challenge NAS, 

ce qui suggèrent qu’une autre source (probablement rénale) serait impliquée dans ces 

mécanismes. Cela pose, de plus, la question des processus mis en jeux dans la régulation de la 

pression artérielle par NGAL. Des données non publiées de notre laboratoire indiquent que 

cette régulation pourrait passer par une action de NGAL sur la réabsorption rénale du sodium.  

 

En conclusion, NGAL apparait comme un médiateur important des effets délétères 

cardio-rénaux de l’activation du MR, en particulier du fait de son rôle dans l’amplification de 

l’inflammation. NGAL pourrait, de ce fait, représenter une cible thérapeutique intéressante dans 

les maladies CV et rénales présentant une composante inflammatoire importante. Dans cette 

optique, des molécules inhibitrices anti-NGAL ont été identifiées in silico par une entreprise 

pharmaceutique puis testées in vitro par Ernesto Martinez-Martinez, post-doctorant au 

laboratoire. A l’heure actuelle, plusieurs de ces molécules se sont montrées efficaces pour 

bloquer les effets de NGAL sur des fibroblastes cardiaques en culture (induction de l’expression 

de Col-1, IL-6, OPN, Gal-3 et activation de la prolifération cellulaire). Certaines de ces 

molécules seront donc prochainement testées in vivo dans des modèles profibrotiques chez 

l’animal.  
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Rôle de la Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin dans les effets cardiovasculaires et 
rénaux de l’activation du récepteur minéralocorticoïde

L’activation du récepteur minéralocorticoïde par l’aldostérone joue un rôle majeur dans le            
remodelage cardiovasculaire en participant à l’hypertension, à la fibrose et à l’inflammation. 
Notre laboratoire a récemment mis en évidence le rôle critique de la Neutrophil Gelatinase-    
Associated Lipocalin (NGAL), une nouvelle cible du MR, dans les effets délétères de son  
activation. Afin de mieux comprendre le rôle de NGAL dans ces effets, nous avons réalisé 
différents modèles profibrotiques chez des souris présentant une invalidation génique totale 
de NGAL ou une déplétion de NGAL dans leurs cellules immunitaires spécifiquement. Nos  
résultats démontrent un rôle primordial de la NGAL produite par les cellules immunitaires 
dans les lésions cardio-rénales induite par l’activation du MR. De plus, nos données suggèrent 
que le contexte inflammatoire pourrait être un élément déterminant de l’implication physio-
pathologique de NGAL.

Mot Clés : MR, NGAL, inflammation, fibrose, hypertension, cardiovasculaire, rein.

Role of the Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin in the cardiovascular and renal 
effects of mineralocorticoid receptor activation

Mineralocorticoid receptor (MR) activation by aldosterone plays a major role in  
cardiovascular remodeling by participating in hypertension, fibrosis and inflammation. Our 
group has recently evidenced a critical implication of the Neutrophil Gelatinase-Associated  
Lipocalin (NGAL), a new target of the MR, in the deleterious effects of its activation. In order to 
better understand the role of NGAL in these effects, we carried out several models of fibrosis in 
mice presenting a genetic invalidation for NGAL or in mice lacking NGAL in their immune cells  
specifically. Our results demonstrate that NGAL produced by immune cells plays a pivotal role in MR  
mediated cardiac and renal damage. Furthermore, our data suggest that inflammatory context 
could represent a key factor in the pathophysiological implications of NGAL. 

Keywords: MR, NGAL, inflammation, fibrosis, hypertension, cardiovascular, kidney. 
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