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AKIl : modeles animaux

Dysfonction endothéliale
Inflammation systémique / locale
Dysfonction épithéliale
Inadaptation balance énergétique

a Capillary | tCoagulation
q Rouleaux
| “ wformaﬂon

Loss of endothelial——
cellcell contacts f

Endothelial cell

swelling i 4 =
Expression of :' : -

adhesion molecules |

W] Chemokines
tPermeability  ROS

L)
impaired flow ‘ i n
4‘ | Cytokines 4™~ 1 3 Interstitium

Transendothelial migration
yutDe

Leukocyte—endothelial |
cell adhesion and
interaction

Sharfuddin et al. Nat Rev Nephrol 2011



Dysfonction endothéliale

Vasoconstriction post-ischémique
« V¥ réponse NOS bradykinine / acétylcholine

Hyperperméabilité
* Altération des jonctions serrées
¢ AN MMP2/9

Apoptose endothéliale
* Coagulation, congestion
e Hypoperfusion focale
e Shunt cortical
> découplage DSR global / DSR effectif

Raréfaction capillaire

e Défaut de réparation
« WVEGF / NADAMTS1

Sutton et al. AJP_RP 2003



Inflammation (1)

* Adhésion leucocytaire / endothélium
« A ICAM1, CX3CL1

e Activation des cellules tubulaires
* TLR4/TLR2 > production de chemokines (TNFa)
« W Crry et dépots de C3 membranaire

e Afflux de cellules inflammatoires
e Précoce : PNN, iNKT (INFg), Macrod (IL6, IL-1a, 1L12p40/70, TNFa)
e Retardée : LT CD4+
e Plasticité macrophagique (M1 > M2)

Kelly et al. JCl 1996; Okusa et al. JImmunol 2007



Inflammation (2)
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Agression épithéliale (1)

Hypoxie
Déplétion ATP ok
l Induction iNOS
Activation ‘ v
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phospholipase
4
SOD
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Apf)ptose Altération Mb Dégradation du Oxydation
Nécrose cytosquelette

Devarajan et al. JASN 2006



Agression épithéliale (2)

Activation de I'apoptose
Nécrose
Autophagie

e Activation lysosomale (Lc62), Caspase-3, réle de I'INF-y

Altération du cytosquelette et de la polarisation
» Formation de vésicules membranaires
» Obstruction tubulaire
» Perte des jonctions serrées / adhérentes
» Rétrodiffusion de l'urine primitive
» Dépolarisation apico-basale
» Mal-adressage de la Na*K*ATPase
» Transport Na*Cl- bi-directionnel

 Rétrocontréle tubulo-glomérulaire

Kelly et al. JCl 1996; Okusa et al. JImmunol 2007



AKI : la réalité (humaine)

\ PATHOPHYSIOLOGY of the RENAL BIOPSY ‘ WWw.jasn.org

Acute Tubular Necrosis Is a Syndrome of Physiologic
and Pathologic Dissociation

Seymour Rosen* and Isaac E. Stillman®
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Table 1. Hypothetical schema of hemodynamic dysregulation in acute kidney

injury
Hemodynamic Compensated Dvsreaulation Total Cessation of
State g R Blood Flow
Clinical scenario Prerenal azotemia Acute tubular necrosis Vascular catastrophe
Tubular injury 0 Rare- 1, focal T 1
Biomarkers O-limited -1 T
GFR L-b V=Ll 1110

Clinical frequency Common Less common Rare




AKIl septique : souvent indépendante de I'état hémodynamique

http://www kidney-international.org ori g inal article

© 2010 International Society of Nephrology

Acute kidney injury in non-severe pneumonia is

associated with an increased immune response and
lower survival

Non-severe sepsis subgroup Non-ICU subgroup
o5 35 AKI (n=386)
AKIl (n=302) = o

5 20 g 25
> 15; __—NoAKl (n=962) = 20 No AKI (n=1158)
© 10 ”
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& Research article

PGC-1a promotes recovery after acute kidney
iInjury during systemic inflammation in mice
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A Unified Theory of Sepsis-Induced Acute Kidney Injury:
Inflammation, microcirculatory dysfunction, bioenergetics and
the tubular cell adaptation to injury

Hernando Gomez, MD"T, Can Ince, PhDT, Daniel De Backer, MD*, Peter Pickkers, MD§,
Didier Payen, HDi . John Hotchkiss, MD", and John A. Kellum, MD"T
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Le facteur de transcription HNF-13

Différenciation précoce
o Pro/Mesonephros (Pax2)

Bourgeon urétéral et tubulogeneése
o Induction (Pax2, Lhx1, Wnt9b)

o Control HGF/EGF pathways (Socs3)

o Planar cell polarisation (Pkhd1, Pkd2)

Spécialisation tubulaire
o Segmentation (Notch pathways)

Fonction tubulaire / homéostasie
o Magnesium wasting (Fxyd2)
o Uric acid (? Umod, Uratl ?)

Transgenic
P100



Le facteur de transcription HNF-13

o CAKUT
o Agénésie, hypoplasie
o Hypoplasie

o Kystes rénaux

o Fonction tubulaire / homéostasie

o Hypomagnésémie, hypokaliémie

o Parfois tubulopathie proximale + distali  *® ESRD, .
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Faguer et al. Kidney Int 2014, Faguer et al. Kidney Int 2011

Faguer et al. AJKD 2007, Adalat et al. JASN 2009



Objectifs

Mieux caractériser les mécanismes moléculaires liant les signaux de dangers
extra-cellulaires (cytokines, DAMPS, PAMPS, hypoxie) et la réponse
métabolique et transcriptionnelle des cellules tubulaires rénales en contexte
de choc endotoxinique et de rhabdomyolyse.

Préciser le réle du facteur de transcription HNF-1B dans le maintien de
I’'homéostasie épithéliale et la fonction mitochondriale a I'état basal et apres
agression rénale aigué
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Hnf-1B Transcription Factor Is an Early Hif-1a-
Independent Marker of Epithelial Hypoxia and Controls

Hypoxie / HNF-1
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Evaluation d’'un modele murin d’AKI septique
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Evaluation d’'un modele murin d’AKI septique

HMF-1p HHF-12 HHF-da

A 1] * 1.6 B P 1.5 qkE e

1.5 _ - T
§ T 5 i §an{ T
£ i i £ =
iu— L 3 5 T F o5 -

- T I__I__l T T wnH— T T T T - T T T T

THAM HE HE4 HIE  H4E EHAM HE HIM H3E H4E EHAM HE @ HM 2 HE  H4E
Timea afier LPS jhours) Time afier LPS [hours) Time after LPS [houre)
HNF network

HNF 1§l (protein)

LP% injection

shiwm th 24h I6h 48h

S0Mda - - - e e HNE-15

17Kda - -‘-- - ————— B-actin

Protéine:
HE  H2 WM M ) . ) .
Tire after LPS thours) - Pas d’'anomalie d’expression
-Pas d’anomalie de localisation
sub-cellulaire




HHNF-1p
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Confirmation de l’inhibition de I’activité transcriptionnelle d’"HNF-1f3
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Impact de I’'IFN-Y sur I'activité transcriptionnelle d’"HNF-1f3
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Fold induction

Fold induction

Impact du TNF-a sur I'activité transcriptionnelle d’"HNF-13
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Modulation d’HNF1B et expression de PGC-1a
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Inhibition d’HNF1B: impact sur la fonction mitochondriale
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Inhibition d’"HNF1B: production H202

Production H202
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Modeles murins de rhabdomyolyse
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En résumé (1)

Au cours des AKI, en particulier septiques, on observe une inhibition de
I'expression des genes cibles du facteur de transcription HNF-13

Cette inhibition est concomitante des phases inflammatoires
caractérisées par une hyperproduction d’IFN-y et de TNF-a

In vitro, les modifications d’expression des genes cibles d’HNF-1f
observée au cours des AKI sont reproduites par l'application isolée de
cytokines pro-inflammatoires comme I'IFN-y et de TNF-a, ceux ci
inhibant directement lI'activité transcriptionnelle d’"HNF-13



En résumé (2)

In vitro et in vivo, la modulation de I'expression d’HNF-1B induit une
variation concomitante de I'expression de PGC-1a

In vitro, l'inhibition d’HNF-1B est associée a des anomalies en faveur
d’une majoration de l'autophagie et d’'une dysfonction mitochondriale
incluant une anomalie de production de ROS (H202), éléments identifiés
dans la majorité des AKI observées chez I’"homme et chez I'animal



IFN-y/TNF-a

A

« AKI »

Sepsis
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Dysfc mitochondriale
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Protection cellulaire?
VROS (H202)



Perspectives

 Développement d’'un modele murin d’invalidation conditionnelle limitée
au tube proximal

— Croisement souris Hnflb¥/lox x Kap2-iCre*/*
— Etat basal, AKI (LPS, Rhabdomyolyse, I/R)
— Meétabolomique urinaire et Imagerie fonctionnelle (TEP/Spectroscopie)
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Perspectives

e Développement d’'un modele murin d’invalidation conditionnelle limitée
au tube proximal

— Croisement souris Hnflbtox/lox x Kap2-iCre*/*
— Etat basal, AKI (LPS, Rhabdomyolyse, I/R)
— Meétabolomique urinaire et Imagerie fonctionnelle (TEP/Spectroscopie)

e Approche comparative homme / modéles murins

— Cohorte de patients bénéficiant d’une chirurgie cardiaque programmeée (CEC) >
métabolome urinaire



Perspectives

e Développement d’'un modele murin d’invalidation conditionnelle limitée
au tube proximal
— Croisement souris Hnflbtox/lox x Kap2-iCre*/*
— Etat basal, AKI (LPS, Rhabdomyolyse, I/R)
— Meétabolomique urinaire et Imagerie fonctionnelle (TEP/Spectroscopie)

e Approche comparative homme / modéles murins

— Cohorte de patients bénéficiant d’une chirurgie cardiaque programmeée (CEC) >
métabolome urinaire

e Role systémique?
— Expression dans les épithéliums tubulaires (pancréas, cholangiocytes, alvéoles)
— Roéle dans le syndrome de défaillance multiviscérale?
— Modele d’invalidation extra-rénale et de choc septique
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