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Liste des abréviations 

ADH : hormone anti diurétique 

ADMCC : Animal Models of Diabetic Complications Consortium  

AINS : Anti-inflammatoires non stéroïdiens 

AKIN : Acute Kidney Injury Network 

ARA : agression rénale aiguë 

ARNm: acide ribonucléique messager 

CIVD : coagulation intra vasculaire disséminée 

CO2 : dioxyde de carbone 

Cr
51 

: chrome  

CRP : protéine C reactive 

CTGF : Connective Tissue Growth Factor  

DO2 : apport tissulaire en oxygène 

DMO : défaillance multi organique 

EDTA : acide éthylène diamine tetra-acétique  

ELISA : Enzyme Linked Immunoenzymatic Assay 

IFCC : International Federations of Clinical Chemists 

HCO3
-
 : ion hydrobicarbonate 

HPLC : chromatographie liquide à haute performance 

Ig: immunoglobuline 

IGF-1 : Insuline Like Growth Factor-1 

IRA : insuffisance rénale aiguë  

IRC : insuffisance rénale chronique 

IRCT : insuffisance rénale chronique terminale 

FDA : Food and Drugs Administration 

FGF : Fibroblast Growth Factor 

HIF : Hypoxic Inducible Factor 

kDa : kilo Dalton 

KIM-1 : Kidney Inducible Molecule 1 

M2R : master 2 recherche 

MDRD : Modification of Diet in Renal Disease 

mmHg : millimètres de mercure 

ND : néphropathie diabétique 



Sommaire/ Listes des abréviations 

 

 8 

eNOS : endothelial NO Synthase 

iNOS : inducible NO Synthase 

NO : monoxyde d’azote 

NFkB : Nuclear Factor К B 

NGAL : Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin 

NTA : nécrose tubulaire aiguë 

O2 : oxygène 

PAM : pression artérielle moyenne 

PAS : pression artérielle systémique 

PDGF : Platelet Derived Growth Factor 

PENIA : Particle-Enhanced Nephelemetry  Immunoassay  

PETIA : Particle-Enhanced Turbidimetric Immunoassay  

PM : poids moléculaire 

PO2 : pression en oxygène 

RIFLE : Risk Injury, Failure, Lesion, End stage renal failure 

RLO : radicaux libres oxygénés  

SDMO : syndrome de défaillance multi-organique 

SRA : système rénine angiotensine 

TaO2 : transport artériel en oxygène 

Tc
99m

 : technétium marqué 

TEM : transition épithélio mésenchymateuse  

TGF-β : Transforming Growth Factor β 

USA : Etats-Unis d’Amérique 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGF-R : Vascular Endothelial Growth Factor-Receptor 

VO2 : consommation en oxygène 
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PREAMBULE : Modéliser l’agression rénale 
aiguë, facteur d’entrée dans la maladie rénale 

chronique 
 

L’équipe du Laboratoire de Physiologie Rénale de Rangueil qui m’a accueilli le 

temps d’un Master 2 et d’une Thèse de troisième cycle, a dévolu l’essentiel de son 

activité de recherche expérimentale à la modélisation animale de maladies à impact 

rénal (diabète, obésité, obstruction urétérale et lithiase rénale). Cette approche a pour 

objet de développer des modèles expérimentaux murins permettant, avec un niveau 

d’anthropomorphisme raisonnable, une approche physiopathologique orientée vers la 

néphroprotection. Si, jusqu’à présent les modèles mis en œuvre ont, la plupart du 

temps, ciblé directement la maladie rénale chronique, le présent travail a répondu à 

l’émergence récente, dans la littérature, du rôle important que joue l’agression rénale 

aiguë (ARA) dans l’apparition de dommage rénaux chroniques. Mon travail a donc été 

de développer, chez la souris, un modèle reproductible d’insuffisance rénale aiguë 

(IRA) par un mécanisme d’ARA purement hémodynamique et d’en vérifier 

l’applicabilité. Bien qu’intuitivement évident, la littérature semblait indiquer qu’un 

épisode isolé d’hypotension chez la souris ne provoque pas d’IRA. En effet, les travaux 

des années 1970 et 1980 ont montré l’incapacité à tenir un double objectif : 1) générer 

un impact rénal suffisamment sévère pour aboutir à une véritable IRA organique et, 2) 

permettre la survie de l’animal à distance de l’hypotension. Cet échec a été mis en 

avant dans de nombreuses revues de la littérature consacrées à ce sujet. Plusieurs 

auteurs ont remis en cause l’existence même d’une IRA d’origine exclusivement 

hémodynamique concluant en son caractère obligatoirement multi factoriel. 

Plusieurs arguments laissaient néanmoins percevoir que cette modélisation était 

réalisable. En premier lieu, les études les moins optimistes chez le muridé avaient 
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utilisé le rat comme modèle, ce qui rendait possible un particularisme d’espèce. De 

plus, des études anciennes réalisées chez d’autres animaux (chien) mais aussi chez 

l’humain au cours des guerres de la première moitié du XX
ème

 siècle - sur lesquelles 

sont d’ailleurs basées en grande partie nos connaissances physiopathologiques de l’état 

de choc hypovolémique – laissaient supposer la possibilité d’un impact rénal. 

Parallèlement, on pouvait supposer que les progrès techniques constants en réanimation 

permettraient d’améliorer la survie des animaux dans les suites d’une hypotension 

prolongée. Enfin, quelques études récentes chez la souris ou chez le rat avaient mis en 

évidence, mais de manière fragmentaire, un impact rénal indéniable de l’hypotension. 

Nous nous sommes donc attachés à déterminer un niveau de pression artérielle et une 

durée de procédure qui permettent d’aboutir à une IRA organique. Puis, nous avons 

validé ce modèle en analysant les fonctions tubulaires et glomérulaires, mais aussi la 

morphologie et les réponses cellulaires en nous concentrant principalement sur 

l’hypoxie. L’hypoxie, est actuellement beaucoup étudiée du fait de l’existence des 

hypothèses soutenant qu’elle représente : 1) un mécanisme « clef » de l’aggravation de 

l’insuffisance rénale chronique (IRC), mais également 2) un lien physiopathologique 

entre l’IRA et l’IRC. La première partie du travail a fait l’objet d’une publication 

(manuscrit n°1), de deux posters (annexes n°4 et n°5) et d’une communication orale. 

Pour compléter la compréhension de notre modèle, nous nous sommes ensuite 

attachés à analyser son impact sur une population d’animaux diabétiques. Dans une 

logique d’anthropomorphisme, nous avons choisi des souris db/db obèses et diabétiques 

(type II) dont les complications rénales sont proches de celles observées chez l’humain. 

L’hypoxie décrite à l’état basal dans le parenchyme rénal des animaux diabétiques 

fournissait un lien moléculaire qui nous est apparu pertinent. De plus, l’existence chez 

l’animal diabétique d’une prédisposition rénale à l’agression aiguë et le rôle potentiel 
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de l’hypoxie dans cette prédisposition sont encore débattus : certains auteurs 

considèrent que l’hypoxie chronique observée au sein du parenchyme diabétique est 

protectrice vis-à-vis des futures agressions rénales par un mécanisme de tolérance alors 

que d’autres soutiennent, au contraire, que chez les animaux diabétiques, une agression 

identique entraîne un impact rénal plus sévère du fait de l’hypoxie préalable. Cette 

partie du travail a fait l’objet d’une publication (manuscrit n°2) et d’un poster (annexe 

n°6).  

Enfin, parce que la modélisation expérimentale implique aussi d’optimiser les 

méthodes d’évaluation biocliniques, nous nous sommes attachés à améliorer 

l’estimation du débit de filtration glomérulaire (DFG) chez la souris. En effet, les 

techniques de mesure du DFG sont complexes et les marqueurs d’estimation 

historiques du DFG, bien que fréquemment utilisés, présentent en fait, de sérieuses 

limitations. Nous avons donc étudié l’intérêt d’une protéine de bas poids moléculaire, la 

cystatine C, comme marqueur d’estimation du DFG chez la souris. En effet, cette 

protéine semble plus efficace que la créatinine pour évaluer le DFG chez l’humain, 

mais son intérêt, chez la souris, n’est pas connu. Nous avons ainsi réalisé chez 80 souris 

une comparaison entre la cystatine C plasmatique, la créatininémie (toutes les deux 

obtenues par deux techniques de dosage), l’urée et la clearance urinaire de l’inuline qui 

est une technique de référence pour la mesure du DFG. Nous avons choisi de présenter 

ces résultats sous la forme d’une note technique et, de ce fait, avons placé l’ensemble 

de la section en annexe (annexe n°1/ manuscrit n°3, en cours de soumission).
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I. L’ETAT DE CHOC  
 

L’état de choc peut être induit par différentes circonstances. Au cours de cette 

brève revue de la littérature, nous expliquerons : 1) pourquoi nous avons choisi un 

modèle d’hypotension par choc hémorragique à pression contrôlée ; 2) quels sont les 

mécanismes adaptatifs mis en œuvre par l’organisme en réponse à l’hypovolémie ; 3) 

l’importance de la composante systémique/multiorganique dans l’impact rénal du choc. 

A. Définitions et classification des états de choc 

1. Définitions de l’état de choc 

Il existe de nombreuses définitions de l’état de choc. Certaines se basent sur des 

paramètres circulatoires et d’autres exclusivement sur la notion de défaillance 

métabolique. Une définition consensuelle pourrait être que « l’état de choc est la 

conséquence d’une insuffisance circulatoire aiguë qui altère de façon durable 

l’oxygénation et le métabolisme des différents tissus et organes »
1
. 

2. Classification des états de choc 

L’état de choc circulatoire provient de quatre principales catégories d’anomalies 

hémodynamiques : l’hypovolémie, l’insuffisance cardiaque, les défauts de distribution 

de la circulation sanguine et l’obstruction vasculaire. Cette classification a été décrite 

par Weil en 1979
2
 (Tableau 1). 

(1) Le choc hypovolémique 

Ce mécanisme est responsable de la majorité des états de choc et provient d’un 

déficit en volume intra-vasculaire. L’organisme peut s’adapter à une réduction 

importante de ce volume, néanmoins une réduction aiguë supérieure à 60% du volume 
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intra-vasculaire faisant suite à une perte (exogène ou endogène) de sang, de plasma 

et/ou de fluides riches en électrolytes, menace immédiatement le pronostic vital
2-3

. 

(2) Le choc cardiogénique  

Le choc cardiogénique représente une défaillance primaire de la pompe cardiaque. 

Le rythme, la conduction cardiaque, la contractilité ou la capacité de travail du 

myocarde sont suffisamment altérés pour que le débit cardiaque soit réduit de façon 

critique
4
. 

(3) Le choc distributif  

Le choc distributif représente la troisième catégorie d’anomalie hémodynamique 

potentiellement responsable d’un état de choc. Il diffère des autres catégories par un 

profil hémodynamique et métabolique particulier : le débit cardiaque est souvent 

normal, voire augmenté, mais les pressions de remplissage ainsi que les résistances 

vasculaires sont effondrées. De plus, la consommation en oxygène peut être augmentée 

mais l’extraction en oxygène est limitée en périphérie du fait de troubles 

microcirculatoires qui expliquent en partie l’inadéquation entre la consommation et 

l’apport réel en oxygène aux tissus. Cette partie de la classification historique de Weil 

est celle dont la pertinence clinique et physiopathologique paraît la plus éloignée des 

connaissances actuelles en matière de métabolisme cellulaire et de microcirculation
5
.  

Néanmoins, deux grands sous-ensembles de défauts de distribution sont 

classiquement décrits : ceux à faible résistance et ceux à haute résistance. Dans 

l’anomalie de faible résistance, le sang est shunté de la circulation artérielle à la 

circulation veineuse sans échange métabolique au niveau cellulaire. Ce sous-ensemble 

était, par exemple, rattaché aux anomalies observées chez les patients en état de choc 

septique. 
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Le choc distributif à haute résistance est caractérisé par une séquestration vasculaire, 

en particulier dans le réseau de capacitance veineuse et représente une forme 

« d'hypovolémie relative ». Chez ces patients, le volume total intravasculaire peut être 

normal ou proche de la normale, mais la volémie circulante efficace est diminuée du 

fait d’une augmentation de la capacitance intra-vasculaire globale. Ce sous-ensemble 

décrivait, entre autres, les anomalies hémodynamiques des patients présentant certaines 

intoxications (barbituriques).  

(4) Le choc obstructif  

Ce dernier type de défaillance circulatoire à l’origine d’un état de choc provient 

d’une obstruction à l’éjection du flux sanguin. Cette dernière s’oppose à la perfusion 

tissulaire efficace. Ce mécanisme est caractéristique de pathologies comme l'embolie 

pulmonaire, la dissection aortique ou la tamponnade péricardique
6-8

. 
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                      Tableau 1 : Principaux types de choc selon Weil
2
 

 

3. Perpétuation de l’état de choc 

L’un des quatre mécanismes décrits ci-dessus peut individuellement être 

responsable d’un état de choc, mais cette définition est avant tout un outil pédagogique. 

La réalité est plus complexe, en particulier pour les chocs dits distributifs
5
, et la 

perpétuation de l'état de choc implique souvent plusieurs mécanismes. L’état de choc 

cardiogénique peut ainsi être associé à une anomalie distributive par vasoconstriction 

ou hypovolémique via une extravasation de fluide dans l’espace extra-vasculaire suite à 

l’augmentation de la pression hydrostatique. De même, au cours d'un choc 
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hypovolémique, la réduction de la perfusion coronaire, la susceptibilité aux infections 

ou une coagulation intra-vasculaire disséminée (CIVD) peuvent entretenir l’état de 

choc par des mécanismes respectivement cardiogéniques, distributifs ou obstructifs. 

Enfin, les chocs anaphylactiques sont à la fois distributifs et hypovolémiques et le choc 

septique combine fréquemment une part cardiogénique, hypovolémique et distributive
1, 

5, 9-10
. Cette complexité physiopathologique est associée à une forte variabilité inter-

individuelle : les données épidémiologiques et expérimentales soulignent ainsi que le 

terrain (sexe, âge, patrimoine génétique) joue un rôle important dans la réponse à 

l'hémorragie et à sa thérapie
11-12

. 

 

L’intérêt principal du choc hémorragique, en comparaison aux autres mécanismes 

circulatoires à l’origine d’un état de choc, est de pouvoir être « standardisé ». En effet, 

les autres catégories de choc peuvent présenter de fortes variations inter-individuelles 

dans le délai d’apparition ou la sévérité de l’état de choc ainsi que dans la réponse à la 

réanimation. C’est pour cette raison que nous nous sommes basés sur le choc 

hémorragique pour mettre au point un modèle d’agression rénale aiguë (ARA) 

d’origine purement hémodynamique. 

B. Particularités du choc hémorragique  

1. Données générales chez l’Homme  

Le traumatisme est la principale cause de décès dans le monde des personnes âgées 

entre 5 et 44 ans
13

. Jusqu'à 50% des décès prématurés sont dus à une hémorragie 

massive et cette dernière est le principal défi associé à une lésion traumatique
14

. Dans le 

domaine clinique, la question du choc hémorragique est devenue aiguë au cours de la 

seconde guerre mondiale, au moment où les possibilités techniques ont permis le 

remplissage vasculaire par des solutés
15-16

. Par la suite, ces injections de solutés de 
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remplissage ont été protocolisées au cours de la guerre de Corée
17

. En parallèle, des 

études se sont multipliées confirmant que le choc hémorragique est un facteur de 

mauvais pronostic chez le patient traumatisé. Il est désormais établi qu’une hypotension 

initiale post traumatique est associée à une mortalité plus importante mais également à 

des complications comme la défaillance multi-organique (DMO), le développement 

d’infections comme la pneumonie et la septicémie ou l’aggravation d’un traumatisme 

crânien
18

.  

2. Le choc hémorragique est un choc hypovolémique  

a) Définition de la volémie 

La volémie, qui correspond au volume sanguin total circulant, est un élément 

essentiel de l'hémodynamique systémique. Elle conditionne le débit cardiaque. Cette 

relation capitale volémie/débit cardiaque est basée sur les travaux de Starling et de ses 

collègues (Patterson et Frank) réalisés il y a plus de 100 ans et qui ont abouti à la « loi 

du cœur »
19

 (Figure 1).  

(1) L’hypovolémie 

L'hypovolémie peut être définie comme une précontrainte pariétale cardiaque 

(précharge) insuffisante. Cela signifie que le volume d’éjection systolique (et donc le 

débit cardiaque) est dépendant des variations du volume sanguin central. En inversant 

la relation, on peut conclure qu’en situation d’hypovolémie, la variation du volume 

sanguin central induit une variation du volume d'éjection systolique
20

. L’intérêt de cette 

lecture inversée provient du fait que le volume d’éjection systolique est facilement 

évaluable, contrairement au volume sanguin central. Ainsi, établir que le volume 

d'éjection augmente après une augmentation du volume sanguin circulant peut être une 
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définition, a posteriori, d’un état hypovolémique. C’est pour cette raison que 

l’hypovolémie est également nommée, par analogie, précharge-dépendance
21

.  

(2) L’hypervolémie 

A l’inverse de l’hypovolémie, le volume intra-vasculaire peut être augmenté au-delà 

du seuil de précharge optimal. Dans cette situation, toute augmentation du volume 

sanguin central peut être délétère : Bundgaard-Nielsen et al. ont montré qu’une 

augmentation de 16% du volume diastolique cardiaque pouvait réduire de 12% le 

volume d’éjection systolique, ce qui confirme l’existence d’une inversion de pente à 

l’extrémité droite de la courbe de Frank Starling et définit l’hypervolémie
19, 22

. 

(3) L’euvolémie 

Par interpolation entre hypo et hypervolémie, l’euvolémie est le point de précharge 

cardiaque pour lequel le volume d’éjection systolique n’augmente plus dans les suites 

d’une expansion volémique
23

. Une définition valable de l’euvolémie pourrait également 

être la capacité à fournir au cœur un volume sanguin central optimal, c'est à dire un 

volume pour lequel la capacité de la pompe cardiaque n’est pas limitée par sa 

précharge
24

. 
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C

B

A

 

Figure 1: Variations du débit cardiaque en fonction de sa pression de remplissage.  

Chaque courbe représente des analyses successives sur un cœur de chien ex vivo pour 

différents volumes de remplissage des cavités cardiaques. Sur la courbe désignée par 

une flèche nous notons trois différentes phases : une phase d’hypovolémie pendant 

laquelle une augmentation du volume induit une augmentation du débit (A), une 

phase d’euvolémie durant laquelle les variations du volume ne modifient plus le débit 

cardiaque (B), et une phase d’hypervolémie durant laquelle une augmentation de 

volume supplémentaire diminue le débit cardiaque (C). 

Patterson and Starling : « The optimum venous pressure is the amount necessary to 

produce "maximal" dilatation of the heart during the period of diastole »
19

. 

 

b) Les différents modèles de choc hémorragique 

Le choc hémorragique a d'abord été étudié par Cannon et Blalock
25

. Quelques 

années plus tard, Wiggers et Guyton ont également développé une variété de modèles 

animaux de choc hémorragique contrôlé 
26-27

. D’autres modèles ont par la suite été 

décrits selon des procédés ou des objectifs de déplétion sanguine variables
3, 28-29

. Ces 

études ont permis de montrer que la gravité du choc est liée au degré et à la durée de 

l’hypovolémie. Récemment, Deitch a classé ces modèles en trois catégories générales : 

saignement incontrôlé, volume contrôlé et pression artérielle contrôlée
30

. 
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(1) Modèle à pression contrôlée 

Dans ce modèle décrit par Wiggers, une spoliation sanguine est effectuée afin de 

diminuer la pression artérielle moyenne (PAM) à une valeur cible. Cette pression est 

maintenue durant une période prolongée puis l’animal est réanimé en fin de choc avec 

restitution de son propre sang ainsi que, pour les modèles décrits plus tardivement, par 

un volume de soluté de remplissage variable. Ce type de modèle permet d’étudier 

différentes intensités et durées de choc chez un animal, ainsi que leurs impacts multi-

organiques. Un deuxième intérêt de ce type de modèle est de pouvoir prolonger le choc 

jusqu’à une phase durant laquelle il devient « décompensé », c'est-à-dire jusqu’à un 

stade aboutissant à un échec de la réanimation et au décès de l’animal.  

(2) Modèle à volume contrôlé 

Dans un deuxième modèle, défini comme étant à volume contrôlé, la spoliation 

sanguine est prédéterminée et est réalisée progressivement, ce qui permet d’évaluer les 

mécanismes compensateurs mis en place par l’organisme
3
. Ce type de modèle a permis 

de définir les différentes phases de réponses neuro-hormonales à l’hypovolémie. 

(3) Modèle à saignement incontrôlé 

Ce dernier type de choc consiste à réaliser une spoliation incontrôlée par section 

d’un organe ou d’un vaisseau. Ce modèle est intéressant car c’est le mécanisme qui se 

rapproche le plus de ce que l’on peut observer en situation clinique humaine. En effet, 

chez l’humain, la perte sanguine n’est pas contrôlée. Elle est régulée par 

l’hémodynamique systémique et celle de la zone lésée. Néanmoins, le principal 

inconvénient de ce modèle est l’absence de standardisation et la forte variabilité inter-

individuelle qui en résulte. 
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Nous avons décidé de baser notre modélisation sur un choc de type Wiggers afin 

de : 1) déterminer l’impact rénal pour différentes durées et différents niveaux de 

pression artérielle cible ; 2) définir la durée et la profondeur de l’hypotension 

aboutissant à un état de choc décompensé.  

c) Impact hémodynamique de la spoliation sanguine 

Les variations de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque (FC) au cours 

d'une spoliation sanguine illustrent les difficultés, préalablement citées, à suivre 

précisément le volume sanguin central chez les humains
31-32

. Les premières 

observations documentées sont celles de la Seconde Guerre mondiale chez des victimes 

en état de choc hypovolémique au cours d’un raid aérien
15-16

 et chez des volontaires 

ayant « bénéficié » de prélèvements sanguins de grande quantité
33

. Ces travaux ont 

souligné la corrélation entre la perte sanguine, la FC, la pression artérielle et le 

pronostic des patients en état de choc hypovolémique. Bien qu’observée dès les 

premiers travaux de Blalock et Wiggers, l’apparition d’une bradycardie paradoxale 

chez les patients en état de choc n’a été caractérisée que plus tardivement
34-35

. 

(1) Réponse neuro-hormonale : 

La régulation de la volémie est effectuée par les barorécepteurs centraux à basse et 

à haute pression. Nous n’allons pas décrire dans ce travail les voies du baroréflexe mais 

il convient de noter que de nombreuses réponses neuro-hormonales sont impliquées 

dans la réponse à l’hémorragie aiguë : les hormones cortico-surrénaliennes
36

 en premier 

lieu mais également les opioïdes endogènes
37

, les systèmes sérotoninergiques
38

, les 

hormones sexuelles
39

 ou le NO
40

… 

L’objectif de cette réponse est de maintenir la perfusion tissulaire, toutefois elle 

induit systématiquement des variations importantes au sein des perfusions régionales. 
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Le modèle de choc hémorragique (avec les modèles basés sur les variations thermiques 

et l’effort physique) a d’ailleurs été essentiel dans l’analyse des débits régionaux et a 

permis la caractérisation des circulations, dites « vitales », qui alimentent des organes 

dits « nobles » : le cerveau, le myocarde et, à un moindre degré, le rein
41-44

. 

(2) Réponse hémodynamique systémique : différentes phases 

La  description de l’évolution des principaux paramètres hémodynamiques au cours 

des différentes phases est schématisée sur la Figure 2. 

(a) Première phase 

 La première étape de la réponse à une hémorragie chez l’Homme est induite par 

une réduction du volume de sang d'environ 15%. Une augmentation modeste de la FC 

est notée (100 battements/min) mais l’augmentation des résistances vasculaires 

périphériques compense la perte volémique et permet le maintien d'une pression 

artérielle normale
32, 45

. En effet, la boucle réflexe des barorécepteurs à haute et basse 

pressions ainsi que les chémorécepteurs aortiques sino carotidiens ou centraux 

(stimulés par les conséquences de l’ischémie tissulaire) augmentent le tonus 

sympathique périphérique artériel
45

. Cette augmentation de tonus touche également le 

territoire veineux, à forte capacitance, et permet de mobiliser une réserve de sang 

(jusqu’ à 80% du volume sanguin total). Cette vasoconstriction a pour conséquence 

d’optimiser le débit sanguin tissulaire en privilégiant les circulations « vitales » au 

détriment des autres territoires (musculo-cutané, splanchnique). Cette redistribution 

régionale permet d’optimiser la consommation en oxygène (VO2) de l’organisme en 

abaissant le seuil de transport artériel en oxygène (TO2) critique. Néanmoins, cette 

vasoconstriction régionale semble jouer un rôle, quand elle se prolonge, dans 

l’apparition du syndrome de défaillance multi-organique (SDMO). Elle induit en effet, 
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dans les territoires sacrifiés, une ischémie tissulaire importante dont le retentissement 

peut devenir systémique
46

. 

(b) Deuxième phase 

La deuxième étape est marquée par une diminution de la résistance et de la pression 

artérielle attribuée principalement au réflexe de Bezold-Jarisch (sympatho-inhibition)
47-

49
. Cette phase a été décrite comme intervenant au-delà d’une spoliation de 50% de la 

masse sanguine initiale. Sander-Jensen et al. ont ainsi observé chez des patients ayant 

présenté une déplétion sanguine importante que la FC était initialement faible et 

augmentait paradoxalement seulement après le début de la réanimation
50

. Il a été 

proposé que cette sympatho-inhibition soit liée en partie à une boucle réflexe vago-

vagale induite par les mécanorécepteurs intra-cardiaques et qu’elle permet d’optimiser 

le remplissage des cavités cardiaques. Néanmoins, cette inhibition du tonus 

sympathique induit une diminution de la pression artérielle et de la FC
51

. 

La physiopathologie de cette observation n’est néanmoins pas parfaitement 

comprise. Il est important de noter que la diminution brutale de la pression artérielle est 

avant tout liée à un effondrement des résistances vasculaires périphériques
52

, car : 1) la  

réduction du débit cardiaque est plutôt linéaire au cours de la spoliation sanguine et 

peut même s’interrompre au début de cette phase ; 2) elle est indépendante de la FC et 

du tonus vagal puisque l’atropine permet, certes une accélération de la FC, mais ne 

modifie pas la pression artérielle, ce qui souligne le caractère réducteur du terme 

«sympatho-inhibition» utilisé pour décrire cette phase
46

. En effet, plusieurs 

modifications neuro-hormonales associées à l’inhibition du tonus sympathique sont 

notées : une activation du système rénine angiotensine (SRA), de l’hormone anti 

diurétique (ADH) et une forte sécrétion médulo-surrénalienne de catécholamines
53

. 

L’impact de cette dernière réponse n’est pas parfaitement compris mais elle pourrait 



L’état de choc 

 25 

participer à une synthèse accrue de prostaglandine E2 (PGE2) provoquant une 

diminution de la libération de noradrénaline et donc, paradoxalement, une 

vasodilatation.  

(c) Vers l’état de choc incontrôlé 

Lorsque la perte de sang perdure, la pression artérielle diminue et une tachycardie 

plus importante se manifeste (120 battements/min). Cette troisième étape reflète 

probablement la transition vers l’état de choc décompensé ou irréversible
32, 54

.  

 

Ces observations remettent en question le dogme didactique qui veut que 

l’importance de l'hémorragie soit diagnostiquée facilement par une tachycardie réflexe 

et une faible pression artérielle. Néanmoins, les valeurs de pression artérielle et de FC 

sont faciles à obtenir et continuent à servir de moniteurs pour le traitement de 

l’hypotension et du choc. Cette approche a pour justification le fait que la pression 

artérielle est la principale variable cardio-vasculaire contrôlée par les barorécepteurs. 

Toutefois, son interprétation nécessite que les différentes phases de la réponse cardio-

vasculaire à l’état de choc hypovolémique soient connues
55-56

. Il paraît néanmoins 

inadapté de baser l’évaluation volémique chez les personnes âgées sur ces paramètres, 

car les changements de FC post hypotension chez ces patients sont insignifiants
57

. Il est 

donc nécessaire que la surveillance intègre le monitorage du débit cardiaque et du 

volume d’éjection systolique, car c’est bien d’un débit sanguin et pas seulement d’une 

pression dont les tissus ont besoin
58

. 

En conclusion, ces travaux ont mis en évidence que la description traditionnelle du 

choc hypovolémique contraste avec la relation non linéaire entre la pression artérielle 

ou la FC et le degré d’hypovolémie chez l’humain et chez les animaux
55

. 
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Figure 2: Schématisation des variations hémodynamiques dans les deux 

modèles les plus utilisés de choc hémorragique contrôlé. 

Les pointillés soulignent l’évolution en situation de choc hémorragique 

« décompensé » malgré une réanimation  
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d) L’anesthésie modifie la réponse hémodynamique à 

l’hypotension 

Les médicaments hypnotiques utilisés pour l’anesthésie générale modifient 

l’homéostasie hémodynamique. En effet, plusieurs arguments sont en faveur d’une 

interaction entre l’anesthésie et la régulation ortho et parasympathique.  

En premier lieu, l’anesthésie générale provoque une abolition des oscillations de la 

pression artérielle systolique et de la FC. Ces oscillations réapparaissent au réveil ce qui 

est en faveur d’une inhibition transitoire, concomitante à l’anesthésie, du système 

nerveux autonome
59-60

. 

Plus précisément, la plupart des agents anesthésiants induisent une inhibition du tonus 

sympathique, alors que leur effet parasympathique est plutôt variable. Cette diminution 

d'activité du système sympathique induit une vasodilatation artérielle et veineuse, 

associée à une diminution de la commande sympathique cardiaque
61-63

. En 

conséquence, le baroréflexe est modifié sous anesthésie générale.  

Dans le cadre du choc hémorragique, il a été montré que la chute de pression 

artérielle au cours d'une hémorragie était identique chez les chiens dont les fibres 

participant au baroréflexe avaient été sectionnées à ceux sous anesthésie générale 

barbiturique
64

. Ceci est globalement transposable à l’ensemble des produits 

anesthésiants, y compris ceux administrés par voie inhalée
61

. Seul l'étomidate préserve 

l'activité sympathique centrale et périphérique sans modifier l'équilibre sympatho-vagal 

cardiaque et le baroréflexe
65

. 

 

Cette observation souligne la nécessité  d’un groupe « sham » en plus du groupe 

contrôle afin d’étudier efficacement l’impact rénal du choc hémorragique. En effet, 

l’anesthésie, par elle-même, peut induire des variations de pression artérielle source de 
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lésions tissulaires. Ceci est d’ailleurs observé dans notre travail : les groupes sham 

présentent également de discrètes anomalies fonctionnelles moléculaires et 

morphologiques rénales (manuscrit n°1). 

e) Oxygène et choc 

Nous nous sommes particulièrement intéressés au cours de ce travail à 

l’oxygénation tissulaire. Le choc hémorragique est en effet l’une des modalités 

d’obtention d’une hypoxie tissulaire, mais son impact tissulaire est bien plus complexe.  

(1) Choc et désordres métaboliques 

L’état de choc modifie le métabolisme énergétique et acido-basique aboutissant 

principalement à une hypoxie. Toutefois, d’autres anomalies sont présentes et 

participent à la physiopathologie de l’état de choc : une hypercapnie, une diminution de 

l’apport de substrat énergétique et une accumulation de produits du métabolisme sont 

également observées au cours d’un état de choc. L’hypoxie n’est donc pas la seule 

anomalie caractéristique, même si son rôle semble néanmoins essentiel
66

.  

(2) Notion de dette en oxygène 

En situation physiologique, la VO2 est un processus étroitement régulé car 

l’oxygène est l’accepteur final de l’ion H+ dans la respiration cellulaire aérobie. 

L’hémorragie conduit à une hypovolémie (diminution du flux sanguin), et, par 

conséquent, à une diminution de l'apport d'oxygène vers les organes vitaux. Ainsi, 

Siegel et al. proposent, pour définir l’état de choc, que celui-ci se produit lorsque 

l'apport d'oxygène est suffisamment réduit pour diminuer la VO2 en-dessous d'un seuil 

critique
67

. Lorsque ce seuil critique de restriction en oxygène est atteint, une dette en 

oxygène (O2D) se produit. L’existence et l’importance de l’O2D sont mises en évidence 

par une augmentation des métabolites acides générés par les procédés anaérobies. Il a 
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été également montré qu’il existe un état hyperdynamique post-réanimatoire, durant 

lequel le débit cardiaque augmente afin de permettre une augmentation de la VO2 

supérieure à la VO2 initiale
68

. Ces données semblent valider chez l’humain le concept 

de « dette en oxygène » d'abord énoncé par Crowell et Smith sur la base des résultats 

expérimentaux
69

.  

La place essentielle des anomalies métaboliques a également été soulignée dans de 

nombreuses études cliniques. Shoemaker et al. ont ainsi montré que des patients 

hypovolémiques peuvent présenter un état de choc persistant (perfusion tissulaire 

inadéquate et acidose métabolique
70-71

) bien que les principaux objectifs de réanimation 

macrocirculatoires aient été atteints. Cela confirme l’importance, pour la définition du 

choc, de l’existence d’une anomalie d’oxygénation tissulaire en plus des anomalies 

hémodynamiques systémiques
72

. Ceci est reflété dans la définition du choc proposée 

par l'American College of Surgeons : « Le choc est une anomalie du système 

circulatoire qui résulte en une perfusion et une oxygénation des organes insuffisantes 

»
73

 ou dans celle proposée par Cairns et al. pour lesquels le « syndrome de choc » au 

cours de l’hémorragie massive reflète un déséquilibre entre « l'apport d'oxygène et la 

consommation d'oxygène »
74

. 

f) Physiopathologie du choc incontrôlé et de la défaillance multi-

organique 

(1) Généralités physiopathologiques 

La perte de sang conduit, comme préalablement décrit, à une instabilité 

hémodynamique, une diminution de la TaO2, de la perfusion tissulaire et à une hypoxie 

cellulaire
18

. En plus de ces anomalies hémodynamiques et énergétiques, un état de choc 

induit des altérations de l’inflammation, de la microcirculation, de la coagulation, de 

l’immunité… Ces modifications contribuent à initier la défaillance multiorganique 
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(DMO), processus inflammatoire systémique qui décrit le dysfonctionnement des 

différents organes vitaux et qui compte parmi les pathologies dont le taux de mortalité 

est le plus élevé
18

.  

(2) Impact sur la microcirculation, la coagulation, 

l’inflammation et l’immunité 

Les rôles de l’inflammation et des modifications de la microcirculation au cours de 

l’état de choc prolongé sont probablement capitaux. Le choc prolongé aboutit ainsi à 

des obstructions capillaires irréversibles, à un œdème des cellules endothéliales et à 

l’adhésion endothéliale des polynucléaires
75

. Ces modifications sont associées à une 

coagulopathie qui résulte de la perte de l’effet anticoagulant de l’endothélium et qui 

peut se compliquer d’un syndrome de CIVD aggravant l’obstruction microvasculaire
76

. 

Ce cercle vicieux est essentiel pour la compréhension de la physiopathologie de la 

DMO. Enfin, à distance de l’épisode de choc il est noté une profonde dépression de 

l’ensemble des fonctions macrophagiques mais également une altération des fonctions 

lymphocytaires aboutissant à une immunodépression
77-78

.  

(3) Rôle du territoire hépato-splanchnique 

Le territoire hépato-splanchnique joue probablement un rôle important car il est 

sacrifié précocement et son ischémie semble faciliter la translocation bactérienne. Il 

participe peut-être également à l’intensité de la réaction inflammatoire
42, 79

. La 

restauration de la perfusion hépato-splanchnique est ainsi fréquemment étudiée en tant 

qu’objectif complémentaire aux objectifs circulatoires systémiques lors de la 

réanimation de l’état de choc
80-82

. 
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(4) Impact cardio circulatoire 

La contractilité myocardique est également altérée lorsque le choc hémorragique se 

prolonge. Il semble que la principale altération soit, dans cette situation, une atteinte de 

la fonction diastolique
83

. 

En plus des impacts cardiaque et microcirculatoire, un impact vasculaire systémique 

apparait lorsque l’état de choc se prolonge. L’existence d’une vasodilatation 

proportionnelle à l’intensité du choc hémorragique a été bien illustrée dans le travail de 

Dalibon et al. (Figure 3)
84

. Le choc prolongé peut ainsi déclencher une défaillance de 

la vasoconstriction sympathique. Après la réanimation d’un choc hémorragique 

contrôlé et le retour à une volémie normale, il persiste ainsi une hypovolémie efficace 

qui justifie un remplissage vasculaire plus important que le volume initialement prélevé 

et probablement également l’utilisation de vasoconstricteurs
85

. 

 

 

Figure 3 : vasodilatation progressive au cours de l’état de choc.  

Pression artérielle moyenne pendant le choc (rond noir) et après la réanimation 

(rond blanc) en fonction de la sévérité du choc
84

. Plus la perte sanguine est 

importante moins un remplissage vasculaire exclusif permet de restaurer une 

pression artérielle suffisante. 
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(5) La DMO : un mécanisme adaptatif ? 

Depuis plusieurs années quelques auteurs réputés dans le domaine de la réanimation 

soutiennent l’idée que la DMO serait un mécanisme adaptatif
86-87

. Pour étayer cette 

théorie, ils mettent en avant qu’au cours d’une DMO, les organes impliqués présentent 

surtout des anomalies fonctionnelles potentiellement réversibles et peu de dégâts 

histologiques (nous aborderons cette particularité  dans le chapitre sur la modélisation 

de l’IRA). Ils s’appuient également sur des travaux s’intéressant à l’oxygénation 

tissulaire au cours du choc septique : la conclusion de ces expérimentations est que plus 

l’état de choc se prolonge, plus la pression partielle en oxygène tissulaire augmente et 

plus la consommation en oxygène cellulaire diminue. Cette observation paradoxale tend 

à souligner que l’hypoxie cellulaire est sans doute davantage liée, à ce stade du choc, à 

une diminution de l’utilisation cellulaire en oxygène qu’à un déficit tissulaire en 

oxygène
88-89

. Marvyn Singer suggère que la DMO est une tentative d’adaptation de 

l’organisme qui déclencherait un état de sidération permettant d’augmenter les 

possibilités de survie cellulaire. Cette adaptation se ferait par une adaptation du 

métabolisme énergétique cellulaire médiée par deux principales voies de signalisation : 

endocrinienne et inflammatoire
87, 90-91

. 

 

Ce bref rappel souligne l’impact multiorganique d’une hypotension et donc 

l’importance d’un mécanisme systémique et non exclusivement régional dans la 

modélisation de l’insuffisance rénale aiguë ischémique. 

3. Généralités sur la thérapeutique  

Il est communément admis que le contrôle des saignements (damage control), le 

maintien de l’oxygénation tissulaire, le rétablissement d’une coagulation efficace et le 

maintien de la normothermie représentent les mesures thérapeutiques fondamentales 



L’état de choc 

 33 

lors d’une hémorragie
92

. La réanimation d'un patient en état de choc hémorragique dans 

les pays développés s'appuie fortement sur la transfusion sanguine et le remplissage 

vasculaire afin de restaurer la perfusion tissulaire. Bien que ces stratégies de 

réanimation de patients gravement blessés aient grandement amélioré leur pronostic, 

ces transfusions sont elles-mêmes associées au développement de DMO, ainsi qu’à une 

augmentation des admissions en unité de soins intensifs (USI), de la durée de 

l'hospitalisation et de la mortalité
93

. La transfusion sanguine n’est donc pas une solution 

idéale. De nouvelles technologies sont actuellement disponibles ou en cours de 

développement, en particulier le sérum salé hypertonique, les hémoglobines de 

synthèse, ou le facteur recombinant VIIa. De plus, des résultats prometteurs 

expérimentaux ont établi que l'administration de vasopressine, d'œstradiol, de 

métoclopramide, de prolactine, de flutamide, ou de DHEA permettent de maintenir le 

débit cardiaque, la perfusion et/ou l'oxygénation tissulaire. Ces thérapeutiques 

pourraient ainsi être bénéfiques au cours d’un état de choc hémorragique. Enfin, la 

prévention de la fuite capillaire, en bloquant la formation de radicaux libres, pourrait 

maintenir la fonction de barrière endothéliale et atténuer la réaction immunologique 

(une revue complète des nouvelles thérapeutiques a été récemment publiée)
92

. 
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II. L’INSUFFISANCE RENALE AIGUE EN 

REANIMATION 
 

L’objectif de chapitre est de caractériser l’IRA en réanimation et de souligner un 

des nouveaux défis qui lui sont associés : son pronostic à long terme. En second lieu 

nous essayerons de décrire la physiopathologie de l’IRA en nous concentrant sur une 

vision métabolique. 

A. Définition de l’IRA, la vision de la réanimation 

1. Un florilège de définitions 

 De nombreuses définitions de l’IRA ont été proposées au cours des cinquante 

dernières années. Kellum et al. ont ainsi noté au début des années 2000 que plus de 

trente cinq définitions différentes de l’IRA étaient utilisées
94

. Ces différentes définitions 

ont rendu complexe toute tentative de comparaison ou de synthèse des travaux 

disponibles. Par exemple, chez les patients de réanimation, la mortalité attribuable à 

une IRA a été évaluée comme variant entre 15 et 60%
95-97

. 

Au milieu des années 2000, un consensus international a adopté la classification 

RIFLE (Figure 4) qui permet de classer à la fois l’intensité de l’IRA (Risk, Lesion, 

Failure) et son pronostic (Loss of function, End stage renal failure)
98

. La contribution 

de valeurs mesurées du DFG à la définition a été rapidement abandonnée faute de 

pouvoir l’estimer correctement dans ce contexte. Par la suite, le groupe de travail sur 

l’insuffisance rénale aiguë a proposé quelques modifications de la classification, afin 

principalement d’améliorer sa sensibilité : sont ainsi apparus 1) l’obligation d’un délai 

de 48h avant de classer la sévérité de l’IRA, 2) pour un classement au stade RIFLE-R 

une augmentation en valeur absolue de la créatininémie (0,3 mg/dl) et en dernier lieu, 

3) le fait de considérer chaque patient dialysé comme étant au stade RIFLE-F. Ces 
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modifications n’entrainent un changement de classification que chez moins de 2% des 

patients. Elles ont finalement abouti à la classification nommée Acute Kidney Injury 

Network (AKIN) (Figure 4)
99

. Ces deux classifications (RIFLE et AKIN) ont bénéficié 

d’une validation par de nombreux travaux ayant inclus plus de 500 000 patients
100. 

2. Place des biomarqueurs 

L’importance de l’IRA pour le pronostic global du patient et l’apport de la 

révolution biologique du syndrome coronarien aigu en cardiologie (troponine
101

 et peut-

être bientôt copeptine
102

) ont ouvert la voie à la recherche de marqueurs d’agression 

rénale devant permettre de diagnostiquer plus précocement celle-ci. Plusieurs 

biomarqueurs semblent prometteurs, par exemple les Neutrophil Gelatinase-Associated 

Lipocalin (NGAL) plasmatique et urinaire, ou les valeurs urinaires de cystatine C, 

Kidney Inducible Molecule-1 (KIM-1) et Interleukine 18, etc…
103-104

. Nous nous 

sommes intéressés dans notre travail à KIM-1 car c’est un récepteur de type 

phosphatidyl sérine spécifiquement exprimé à la surface des cellules proximales 

tubulaires lorsqu’elles subissent une agression 
105-106

. L’importance de son excrétion 

secondaire dans les urines pourrait ainsi être un marqueur spécifique de l’impact 

tubulaire de l’ARA. A ce jour, aucun des ces biomarqueurs n’est intégré dans une 

définition de l’insuffisance rénale aiguë et leur intérêt clinique et thérapeutique reste 

débattu
107

.  
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Augmentation de la créats ≥ à 0,3 

mg/dl ou ≥ 150 à 200% de la 

valeur initiale
Diurèse < 0,5 ml/kg/h pendant au 

moins 6 heures

Diurèse < 0,5 ml/kg/h pendant au 

moins 6 heures

Diurèse < 0,3 ml/kg/h pendant au moins 24 h 

ou anurie > 12h

Augmentation de la créats >300% de la valeur 

initiale ou créats ≥ 4 mg/dl avec une 

augmentation d’au moins 0,5 mg/dl

Augmentation créats >300% de la 

valeur initiale ou créats ≥ 4 mg/dl avec 

augmentation  ≥ 0,5 mg/dl

Stade 3

Stade 1

Stade 2

A

B

 

Figure 4 : classifications RIFLE et AKIN 

(A) Classification RIFLE ; en gris les déterminants qui ont été supprimés 

(B) Classification AKIN 

 

3. Epidémiologie de l’IRA en réanimation  

L’insuffisance rénale aiguë (IRA) est responsable d'environ 2 millions de décès 

chaque année dans le monde
108

. De plus en plus de patients de réanimation présentent 

une IRA ; le sepsis est actuellement l’étiologie la plus fréquente d’IRA dans ce 

contexte
108

. Parmi les études récentes de la littérature sur l’épidémiologie de l’IRA en 

réanimation, celle d’Uchino et al. est fréquemment citée car elle a analysé de manière 

prospective, multicentrique et internationale l’intérêt de la classification RIFLE chez 

près de 30 000 patients hospitalisés en soins intensifs. Dans cette étude, 10% des 
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patients présentaient un stade RIFLE-R, 5% un stade RIFLE-I et 3,5% un stade RIFLE-

F. La mortalité était corrélée de manière quasi linéaire avec la gravité de l’insuffisance 

rénale aiguë puisque l’odd ratio était pour les stades cités ci-dessus respectivement de 

2,5 fois, 5,4 fois et 10,1 fois
97

.  

D’autres études ont révélé que l’IRA, définie par les classifications RIFLE ou 

AKIN, était un facteur indépendant de surmortalité. L’une de ces études a été réalisée 

de façon rétrospective sur environ 120 000 patients et confirme la fréquence et l’impact 

pronostic d’une IRA dans ce contexte (Figure 5)
109

. De nombreux autres travaux 

prospectifs ou non, dans différentes sous-populations (patients ventilés mécaniquement, 

brûlés, en post chirurgie cardiaque, de pédiatrie…) ont complété ces observations
110-116

. 

En synthèse, l’IRA est en réanimation un facteur indépendant de mortalité ; les patients 

de réanimation qui nécessitent une épuration extrarénale présentent un pronostic 

sombre (en moyenne ~40% de mortalité).  
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Figure 5 : Mortalité des patients en fonction de la classification RIFLE.  

Classification de la sévérité de l’IRA chez des patients de réanimation et mortalité en 

fonction de la sévérité et du déterminant de celle-ci (créatininémie, diurèse ou les 

deux)
99

. Les colonnes représentent le nombre de patients pour chaque stade de gravité 

(axe Y gauche) et les lignes la mortalité en pourcentage pour chaque stade (axe Y 

droit). 

4. Le nouveau défi de l’IRA : son impact à long terme 

Depuis quelques années l’IRA fait l’objet d’un surcroit d’attention afin d’améliorer 

sa définition ou son diagnostic par le biais des biomarqueurs. Le pronostic à long terme 

de cet évènement a été également particulièrement étudié depuis un peu moins de dix 

ans. Il était classiquement enseigné que les patients présentant une IRA par nécrose 

tubulaire aiguë (NTA) ischémique ne montraient pas, s’ils survivaient, de séquelles 

rénales significatives
117-118

. Pourtant, il y a quelques décennies déjà, plusieurs auteurs 

avaient souligné le caractère inconstant de cette récupération : Lowe et al. avaient ainsi 

révélé que trois patients sur quatorze après NTA présentaient une insuffisance rénale 

chronique. Finkenstaedt et al. avaient réalisé des clearances de l’inuline chez seize 



L’insuffisance rénale aiguë en Réanimation 

 40 

patients plus d’un an après un épisode de NTA et avaient révélé que six d’entre eux 

présentaient une altération persistante du DFG
119-120

. 

Enfin, depuis la fin des années 2000 plusieurs travaux épidémiologiques ont 

souligné l’intrication aussi bien physiopathologique qu’épidémiologique entre 

l’insuffisance rénale chronique (IRC) d’une part et l’IRA de l’autre
121-124

. 

a) L’IRA est elle un facteur de risque d’insuffisance rénale 

chronique ? 

(1) Arguments épidémiologiques généraux associant l’IRA à 

l’apparition d’une maladie rénale chronique et à la mortalité 

Plusieurs études fondées sur des données démographiques provenant de bases de 

données épidémiologiques de réseaux de santé ont souligné la possible corrélation entre 

la survenue d’une IRA et l’apparition, par la suite, d’une IRC. L’une des plus 

importantes a été réalisée aux Etats-Unis d’Amérique (USA) en utilisant un échantillon 

de 5% des patients du réseau Medicare™ qui a été comparé avec les données du 

registre national des patients dialysés chroniques. Dans ce travail, un antécédent d’IRA 

est associé à une augmentation du risque d’insuffisance rénale chronique terminale 

(IRCT) de 8,5 et de mortalité de 2,4
123

. D’autres études épidémiologiques ont confirmé 

ces informations : l’étude de Lo est intéressante car elle propose une analyse 

rétrospective de 556 090 patients ayant nécessité une épuration extrarénale et ayant 

récupéré de cette dépendance avant la sortie de l’hôpital. Les patients présentant un 

GFR < 45 ml/min/m
2
 avant l’épisode ont été exclus de l’analyse. Les auteurs concluent 

que les patients inclus présentent un risque 28 fois plus élevé de développer une IRC et 

deux fois plus élevé de décéder. Chawla et al. ont également noté une augmentation du 

risque d’IRC chez des patients dont le DFG préalable à l’IRA était supérieur à 60 

ml/min/1,73m
2 125

. Les principaux facteurs de risque d’IRC retrouvés dans ces travaux 
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sont l’âge élevé, l’existence d’un diabète, une insuffisance rénale chronique préalable, 

une protéinurie et une albuminémie diminuée
124

. 

(2)  Relation entre l’ intensité de l’ IRA et l’apparition de l’IRC 

Il est intéressant de noter que l’intensité de l’IRA détermine directement la 

prévalence de l’atteinte rénale chronique. James et al. ont montré que les patients 

présentant une IRA au décours d’une revascularisation percutanée coronarienne ont un 

risque plus élevé de développer une IRC. Ils ont également révélé que les patients 

classés AKIN 1 et AKIN 2/3 ont respectivement quatre et onze fois plus de risques de 

développer une IRC
126

. Ishani et al ont observé que le taux de créatininémie en post 

opératoire de chirurgie cardiaque était corrélé de manière proportionnelle avec 

l’apparition d’une IRC au décours de l’hospitalisation
127

. Une autre étude a souligné 

cette particularité
125

. Une dernière étude s’est spécifiquement intéressée aux malades 

ayant présenté une IRA intégralement réversible (DFGe > 90% valeur initiale). Dans 

cette analyse de cohorte, 1610 patients ayant présenté une IRA ont été comparés à un 

groupe de 3562 patients contrôles par un score de propensité. Après un suivi moyen de 

plus de 3 ans, la mortalité chez les patients ayant présenté une IRA était plus élevée de 

50 %, et le risque de développer une IRC plus élevé de 100%. De plus la mortalité 

n’était augmentée que chez les patients développant une IRC, laissant penser aux 

auteurs que l’impact pronostic de l’insuffisance rénale aiguë au décours de l’épisode 

initial est avant tout lié au développement ou à l’absence d’IRC
128

. 

(3) Relation entre la durée et la fréquence de l’IRA et 

l’apparition de l’IRC 

La durée de l’IRA a été pour l’instant exclusivement corrélée à la mortalité dans 

plusieurs travaux. Elle ne parait pas liée à l’apparition plus fréquente d’une IRC
129-130

. 
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Par contre le nombre d’épisodes d’IRA est clairement corrélé à l’apparition d’une 

IRC
131

. 

(4) Limites de cette hypothèse 

Ces études observationnelles sont néanmoins relativement récentes et, pour 

l’instant, l’ensemble des critères énumérés par Sir Bradford Hill permettant de 

transformer une simple association en un lien de causalité ne sont pas remplis (Tableau 

2)
132

.  

Il persiste en effet encore certains facteurs confondants : certains facteurs de risque 

d’IRA et de maladie rénale chronique (MRC) sont en effet partagés (par exemple, le 

diabète). De plus, il existe encore une variabilité de la définition de l’IRA et il est par 

ailleurs difficile de différencier une IRC de novo d’une accélération de la progression 

d’une MRC
133

. Ainsi il sera nécessaire de réaliser des études définissant 

rigoureusement la fonction rénale préalable à l’ARA.  

Il parait néanmoins désormais raisonnable de proposer un suivi fonctionnel 

rénal/néphrologique aux patients ayant présenté une IRA sévère ou lorsqu’il existe des 

facteurs de risque de MRC préalables. Cette prise en charge comporte l’évaluation de la 

fonction résiduelle au moins un an après l’épisode aigu
134

. 
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CRITERES DE 

L’ASSOCIATION 
SIGNIFICATION 

La stabilité sa répétition dans le temps et l'espace 

La spécificité jusqu'à l'exclusivité du lien exposition-maladie 

La temporalité l'exposition doit précéder l'effet 

Le gradient biologique relation dose effet 

La plausibilité 
en fonction des connaissances biologiques ou 

mécanistiques acquises 

La cohérence 
avec les connaissances générales déjà 

disponibles 

Les résultats expérimentaux 
peuvent être de nature à établir définitivement 

la causalité 

L'analogie 
par exemple entre des molécules de même 

famille (moins applicable dans ce contexte) 

 
Tableau 2 : Critères de Bradford Hill 

b) L’IRA : un facteur de progression de l’IRC 

Parallèlement à la relation entre l’IRA et le risque de développer une IRC au 

décours de l’épisode aigu, la relation liant l’effet de l’IRA à la progression d’une MRC 

préexistante a été décrite. Plusieurs études, dans différentes circonstances, ont montré 

que l’intensité de l’IRA chez des patients présentant une IRC induisait une progression 

de celle-ci (voir infra).  

(1) L’IRC est elle un facteur de risque d’IRA ? 

Plusieurs travaux étayent l’hypothèse que l’IRC est probablement un facteur de 

risque d’IRA. Cette relation est néanmoins discutée, en particulier, nous le verrons, au 
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cours du diabète
135-138

. Les anomalies hémodynamiques régionales sous-jacentes des 

MRC (perte de l’auto régulation) semblent jouer un rôle important dans ce risque
139

. 

(2) L’IRA induit elle une aggravation de l’IRC ? 

A l’inverse, il semble que l’IRA constitue un facteur d’aggravation de la MRC. 

Dans l’étude, déjà citée, portant sur l’inclusion randomisée de 5% des patients 

bénéficiant de l’assistance Medicare™, Ishani et al. ont montré qu’un patient 

insuffisant rénal chronique âgé de plus de soixante sept ans qui développe une IRA 

présente 41 fois plus de risques de développer une IRCT contre 13,4 fois plus pour un 

patient présentant une IRA de novo
123

 en comparaison à un patient sain du même âge. 

Sur des données cliniques plus précises, Hsu et al. ont montré, au sein d’une cohorte 

de 39 805 patients IRC qu’un patient dont le DFG initial est inférieur à 45 ml/min /1,73 

m
2
 et qui présente une IRA (définie par une augmentation ≥ 50% de la créatinine 

sérique de base ou une nécessité de dialyse) est à très haut risque de développer une 

IRCT. De plus, ces auteurs notent une prévalence de 49% d’IRCT chez les patients 

ayant présenté un épisode d’IRA comparativement à seulement 1,5% chez les patients 

atteints d’une MRC qui n'ont pas connu d’IRA
140

. Dans un autre travail, Ali et al. ont 

calculé que seulement 64% des patients présentant un épisode d’IRA sur IRC 

récupéraient un niveau de fonction rénale préalable à l’agression. Menon et al. ont 

souligné que l'IRCT chez les personnes âgées est souvent précipité par un épisode 

d’IRA
141

 et Levey et al. ont montré que 31% des patients atteints de MRC présentaient 

des cassures évocatrices d’IRA dans leurs courbes de fonction rénale
142

. Ces résultats 

amènent à reconsidérer l’ancien paradigme d’une diminution progressive et régulière de 

la fonction rénale au cours de la MRC (Figure 6)
143

. Le pronostic de ces atteintes 

apparait lié à la fois à leur intensité et à la qualité de la réparation rénale. 
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Ainsi, un modèle pertinent d’ARA doit être basé sur un mécanisme qui peut à la fois 

générer une défaillance rénale initiale (IRA) mais également permettre la survie de 

l’animal afin d’étudier le pronostic à long terme de cet évènement. 

 

 

Figure 6 : Evolution naturelle de l’IRA selon Okusa et al.
143

.  

Les patients survivant à une IRA présentent des devenirs différents : une 

récupération ad integrum (rouge), le développement d’une IRC (noir), l’aggravation 

d’une MRC préalable (bleu) et l’absence de récupération après l’IRA quelque soit 

le statut rénal préalable (pointillé). 

 

B. Physiopathologie de l’IRA : une vision métabolique  

Le rein est un organe de structure complexe qui remplit de multiples fonctions 

homéostasiques. Nous avons choisi de limiter ce rappel physiopathologique aux 

notions de perfusion, d’oxygénation, de consommation énergétique et à leur 

importance dans  l’IRA et la MRC. 
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1. Données physiologiques hémodynamiques rénales   

Le poids des reins représente 0,5% en moyenne du poids du corps mais représente 

25% du débit cardiaque. Cette perfusion sanguine surabondante permet de maintenir le 

DFG constant malgré les changements de pression artérielle. La vascularisation rénale 

est complexe : elle comporte deux principaux réseaux capillaires en série. Le premier, 

exclusivement cortical et artério-artériel et correspondant aux capillaires glomérulaires, 

représente 95% du débit sanguin rénal initial et joue un rôle fonctionnel essentiel pour 

la filtration glomérulaire. Le second, artério-veineux, constitue, pour l’essentiel, un 

réseau péritubulaire cortical mais donne également naissance à un troisième réseau, la 

vasa recta, qui nourrit la médullaire avec moins de 10% du débit sanguin initial 

(Figure 7). Il existe une autorégulation rénale permettant de maintenir un débit sanguin 

glomérulaire relativement constant pour des valeurs de pression artérielle comprise 

entre 80 et 200 mmHg
144

. Cette régulation est locale, comme l’illustre le fait qu’elle 

persiste malgré la dénervation du rein
145

. C’est principalement par le biais de l’artère 

afférente glomérulaire que cette adaptation est effectuée et deux mécanismes sont mis 

en jeu : le réflexe myogène et le rétrocontrôle tubulo-glomérulaire. 
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Figure 7 : schématisation de la vascularisation rénale. 

Il existe trois réseaux : (1) glomérulaire, (2) péritubulaire cortical et (3) la vasa recta  

A. artère ; asc. ascendante ; desc. descendante ; Br. branche ; cap. capillaire 

Adapté de P. Kamina, précis d’anatomie, Maloine 2005 

 

a) Réflexe local myogène  

Sa mise en jeu est déclenchée par la contrainte mécanique d’étirement de la paroi 

artérielle liée au pic de pression systolique
146

. Cette réaction (inhibée par l’utilisation de 

papavérine ou d’inhibiteurs des canaux calciques voltage-dépendants) implique les 

cellules musculaires lisses et permet, dans un délai de quelques secondes, de modifier le 

Réseau cap 

péritubulaire 

Br asc. vasa 

recta 

A. arciforme 

Br desc. vasa 

recta 

A. Efférente 

A. Afférente 

A. interlobulaire 
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tonus vasculaire de l’artériole afférente glomérulaire et, ainsi, de moduler le débit 

glomérulaire et de l’ensemble du territoire vasculaire d’aval
147-148

. 

b) Rétrocontrôle tubulo-glomérulaire 

 Ce mécanisme adaptatif est fortement lié à la conformation anatomique particulière 

des vaisseaux glomérulaires et du tubule distal. Il est médié par une zone particulière de 

la partie distale de la branche ascendante large de Henlé (BALH) appelée macula 

densa. Cette zone qui se situe donc au contact des artérioles glomérulaires (l’ensemble 

formant l’appareil juxta-glomérulaire) est sensible aux variations de concentration en 

chlore. Ainsi une variation du débit de ces ions module de façon inverse le DFG en 

modifiant le tonus musculaire de l’artériole afférente et en modifiant un peu la surface 

de filtration glomérulaire par des variations de tonus des cellules mésangiales autour 

desquelles s’enroulent les capillaires glomérulaires. Ce mécanisme est plus lent (15-

20s)
149

.  

c) Autres mécanismes de régulation 

(1) Régulation nerveuse 

Les vaisseaux corticaux bénéficient d’une innervation sympathique qui semble 

exclusive. L’activation sympathique modifie le tonus vasculaire par un effet α-

adrénergique direct et par un effet β-adrénergique sur les cellules juxta-glomérulaires. 

Ces cellules juxta- glomérulaires sont situées dans une zone de l’artère afférente pré-

glomérulaire et présentent une métaplasie fonctionnelle endocrine leur procurant la 

capacité de synthétiser la rénine, en réponse, en outre, à une stimulation β-

adrénergique
150-151

. 

L’ensemble de ces stimulations adrénergiques permet, en situation d’hypovolémie, 

d’induire une vasoconstriction artérielle glomérulaire maintenant partiellement la 
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pression de perfusion glomérulaire. De manière intéressante, cette vasoconstriction 

touche à la fois les vaisseaux pré et post-glomérulaires, avec une prédominance pour ce 

dernier, ce qui explique que le DFG soit moins diminué que le débit de perfusion 

rénal
152

. 

(2) Régulation paracrine et endocrine du DFG. 

Cette régulation est possiblement médiée par de nombreuses molécules. Parmi les 

substances vasodilatatrices, les principales sont le monoxyde d’azote et les 

prostaglandines. Parmi les substances vasosoconstrictrices, l’angiotensine II joue un 

rôle essentiel
153-154

.  

 

Le rein présente donc une vascularisation surtout fonctionnelle et particulièrement 

résistante aux variations de débit sanguin rénal. Cette assertion concerne moins la 

médullaire dont l’essentiel du débit sanguin est davantage nourricier que fonctionnel 

en situation physiologique. 

2. Physiopathologie : IRA et hémodynamique rénale 

Nous avons souligné que le cortex contient les glomérules et reçoit en situation 

physiologique la majorité du débit sanguin alors que la médullaire n’en reçoit que 

10%
155

. Il est important de noter également que tout au long du parcours sanguin rénal, 

il existe des shunts artério-veineux qui aboutissent à une pression partielle en oxygène 

tissulaire plutôt basse malgré un débit sanguin élevé. Ainsi, dans la médullaire, la 

pression partielle en oxygène est constamment inférieure à 10 mmHg et celle du cortex 

est en moyenne de 30 mmHg. L’ischémie relative de la partie médullaire du néphron 

est contrebalancée par une extraction élevée en oxygène (80%)
156-157

. L’hypoxie de 

cette zone provient également de la haute contrainte métabolique liée aux nombreux 
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mécanismes actifs de réabsorption ou de sécrétion. Le transport tubulaire dans la BALH 

et le segment S3 du tube proximal nécessitent une forte consommation en oxygène
157-

159
. En situation d’ischémie, la balance en oxygène est maintenue au prix d’une 

diminution du DFG ce qui réduit le débit d’osmoles à réabsorber dans ces segments. De 

plus, il existe probablement une redistribution du débit sanguin cortical vers les couches 

médullaires superficielles en cas d’hypotension
144

. Ce mécanisme protecteur est 

néanmoins perturbé par la production de radicaux libres de l’oxygène qui aggrave 

l’impact de l’hypoperfusion rénale pendant la phase de reperfusion, durant laquelle la 

consommation d’oxygène est fortement augmentée du fait d’une réaugmentation du 

transport tubulaire
159-160

. L’ensemble de ces paramètres explique le fait que la jonction 

cortico médullaire est la plus sensible à l’ischémie rénale. 

3. Concept de lésions « subléthales » 

Ce concept important et relativement récent a grandement amélioré la 

compréhension de la physiopathologie de l’IRA : une blessure subléthale et réversible 

des cellules tubulaires peut contribuer substantiellement à un dysfonctionnement 

tubulaire fonctionnel. Avant l'élaboration de cette hypothèse, on considérait 

généralement que la dysfonction tubulaire était principalement le résultat de la nécrose 

des cellules tubulaires. Ces altérations subléthales peuvent conduire à des anomalies de 

transport à travers l'épithélium tubulaire. En transplantation humaine, certains auteurs 

ont souligné le rôle pathogénique joué par les lésions tubulaires subléthales qui 

provoquent une vasoconstriction pré-glomérulaire importante et une réduction 

résultante de la filtration
161

. 

Un des mécanismes par lesquels une lésion tubulaire provoque une réduction du taux 

de filtration glomérulaire (DFG) est le reflux de filtrat glomérulaire vers l'interstitium 

rénal et son drainage veineux (par majoration du phénomène de back-leak 
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physiologique). Le rôle de ce reflux dans les anomalies fonctionnelles de l'IRA a 

d'abord été démontré dans des modèles animaux
162

. Cette idée a ensuite été évaluée par 

Myers et ses collègues
163-164

 chez les humains en situation aiguë. En plus de ce 

phénomène, lorsque la durée de l'ischémie est insuffisante pour provoquer une nécrose 

rénale en période de reperfusion, une variété d’autres modifications subléthales 

possiblement structurelles peuvent effectivement être observées (anomalies du 

cytosquelette, trouble de la polarité cellulaire)
165-166

.  

4. Hypothèse physiopathologique de la progression de l’IRA vers la 

MRC 

Il a été observé depuis longtemps que l’aggravation de la fonction rénale peut être 

indépendante de l’évolutivité de la pathologie à l’origine de l’IRC
167-168

. 

Deux principales hypothèses pour expliquer cette évolution autonome ont été 

proposées : 

a) Réduction néphronique 

La réduction néphronique ferait suite à l’hypertrophie tubulo-glomérulaire (théorie 

de Brenner
169

) et à l’hyperfiltration des néphrons restant fonctionnels après un épisode 

d’IRA
170-172

. Cette hyperfiltration, aggravée par un régime alimentaire inadapté riche en 

protéines animales augmenterait le travail tubulaire à un niveau délétère.  

b) La fibrose tubulo-interstitielle 

L’inflammation et la fibrose interstitielle prédominent sur l’atteinte glomérulaire 

chez les patients présentant une IRC
173-175

. La fibrose tubulo-interstitielle est ainsi 

paradoxalement mieux corrélée au déclin de la fonction rénale que l’atteinte 

glomérulaire
174, 176

. De plus, l’intensité de la fibrose interstitielle est supérieure quand 

une réduction néphronique a été réalisée préalablement à une agression rénale par 
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ischémie reperfusion
177-178

. Ces observations ont augmenté fortement l’intérêt porté aux 

anomalies tubulaires au cours de la MRC. 

(1) Relation entre la fibrose interstitielle et la diminution DFG 

La réduction du DFG étant une constante lors d’une MRC évoluée, les anomalies 

tubulaires doivent donc avoir pour conséquence une réduction du DFG. En effet, ces 

dommages tubulo-interstitiels peuvent aboutir à une diminution du DFG par plusieurs 

mécanismes : 1) l’atrophie tubulaire diminue la quantité de fluide réabsorbée en amont 

de la macula densa et provoque une diminution du DFG par le biais du rétrocontrôle 

tubulo- glomérulaire, 2) il existe une augmentation du nombre de glomérules 

atubulaires et, 3) le débit sanguin rénal est réduit du fait des anomalies de 

vascularisation engendrées par les anomalies tubulaires
179

.  

(2) Origine de la fibrose tubulo-interstitielle 

Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer l’apparition de cette fibrose 

également observée dans les pathologies à l’origine purement glomérulaire : 

1) des lésions tubulaires proximales induites par la protéinurie
180

. 

2) des lésions tubulo-interstitielles par la diffusion du filtrat dans l’espace interstitiel 

aboutissant à une réponse inflammatoire fibrosante (rôle du Transforming Growth 

Factor-β (TGF-β))
181

. 

3) une diminution de la perfusion tubulaire et une hypoxie secondaire à l’impact sur 

les vaisseaux post glomérulaires
182

. 

En fait, tous ces mécanismes sont possiblement associés : l’augmentation de la 

protéinurie participe probablement à l’évolution défavorable
183-184

. Néanmoins 

l’existence de pathologie sans protéinurie (par exemple la néphrocalcinose) et le 

caractère non exclusif de l’effet sur la pression artérielle systémique et la protéinurie 
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dans le caractère protecteur des inhibiteurs de l’enzyme de conversion (IEC) permettent 

d’envisager l’existence de mécanismes physiopathologiques associés
185

. 

L’inflammation est présente et peut elle aussi favoriser l’existence d’une fibrose
186-

187
. Le rôle de la voie alterne du complément à la membrane apicale a été ainsi 

particulièrement soulevé
188

. 

Des anomalies de réparation cellulaire sont également impliquées. La réparation 

normale nécessite un fonctionnement adapté du cycle cellulaire ; ainsi l’inhibition de 

p21, une protéine régulatrice essentielle du cycle cellulaire, aggrave l’IRA
189

 alors que 

son induction semble améliorer son pronostic
190

. Les cellules tubulaires bloquées en 

phase G2/M produisent du TGF-β et du Connective Tissue Growth Factor (CTGF) 

stimulant une cicatrisation pathologique fibrosante
191-192

. 

La raréfaction vasculaire et l’atteinte endothéliale sont peut-être également cruciales 

dans l’évolution vers la fibrose et la sensibilité à l’IRA. Plusieurs modèles ont mis en 

évidence cette raréfaction
193-194

. Ainsi, le traitement précoce, et non pas tardif, par du 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) semble protéger de ces dégâts 

vasculaires
168

. Le rôle d’autres facteurs de croissance a également été mis évidence
195

. 

5. Hypoxie et IRC 

En plus des hypothèses physiopathologiques citées ci-dessus, celle d’une 

participation de l’hypoxie chronique à l’évolution de l’IRC vers la fibrose a été 

formulée dès 1998 par Fine et al.
182

. Depuis cette formulation, plusieurs auteurs se sont 

intéressés à ce concept
196-200

 et présentent l’hypoxie rénale comme un mécanisme 

central à la fois dans les conséquences d’une IRA et dans l’évolutivité de la MRC. 
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a) Mécanismes physiopathologiques de l’hypoxie au cours de l’IRC 

(1) Perte des capillaires péritubulaires et fibrose  

Il a bien été montré que l’IRC était associée à une réduction de la densité 

capillaire
194, 201-203

. 

 Futakrul et al. ont mis en évidence, chez des patients présentant une 

glomérulonéphrite aiguë ou un diabète de type II sans IRC ni micro-albuminurie, une 

réduction du débit capillaire péri-tubulaire et une augmentation des résistances 

vasculaires en l’absence de toute lésion histologique patente
201, 204

. Même en présence 

de tubules intacts, la fibrose interstitielle peut aboutir à l’hypoxie en modifiant la 

diffusion péri-tubulaire de l’O2. 

(2) L’impact glomérulaire favorise l’hypoxie tubulo-

interstitielle 

La perfusion tubulaire étant placée en série après celle des glomérules, des 

anomalies de la vascularisation glomérulaire aboutissent fréquemment à un défaut de la 

perfusion tubulaire en aval. Ceci a été mis en évidence dans un modèle de 

glomérulonéphrite au cours duquel la lésion glomérulaire entrainait une stagnation et 

une réduction du flux sanguin péri-tubulaire aboutissant à une hypoxie. De façon 

intéressante, cette hypoxie était observable avant l’apparition de la fibrose
205

. 

(3) Anomalies de la vasomotricité rénale. 

Des études de microperfusion chez l’humain et des travaux expérimentaux ont mis 

en évidence le rôle de l’altération de la vasomotricité rénale, en l’absence de lésion 

glomérulaire, dans la genèse des anomalies de perfusion tubulaire
201

. L’angiotensine II 

semble jouer un rôle important car elle est capable d’induire une hypoxie tubulo-

interstitielle par des mécanismes hémodynamiques mais aussi non hémodynamiques
206-
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208
. De fait, le blocage du système rénine angiotensine (SRA) exerce un effet positif, à 

la fois sur le plan métabolique et hémodynamique
206, 209-210

 (non détaillé dans le cadre 

de cette revue générale). 

(4) Rôle du stress oxydant et de la respiration cellulaire 

Le stress oxydant favorisé par l’angiotensine II et l’anémie exercerait un effet 

hypoxique indépendamment des effets sur la fibrose par un découplage mitochondrial 

secondaire à une stimulation de la production de radicaux peroxynitrés
211

. Cette relation 

entre stress oxydant et hypoxie est néanmoins encore débattue. 

(5) Rôle de l’anémie  

Iseki et al. ont révélé que l’anémie est un facteur de risque indépendant de l’IRC par 

une analyse post hoc. Ce risque relatif est, dans ce travail, évalué à + 11% par g/dl de 

diminution de l’hémoglobinémie
212-213

. La respiration cellulaire semble elle-même 

dégradée dans les situations d’IRC : Adler et al. ont montré que la déplétion en NO 

provoquée par le stress oxydant (stimulation NADPH par angiotensine II) stimule la 

respiration mitochondriale et provoque un découplage métabolique qui entraîne une 

hypoxie. Ce phénomène est sans doute favorisé par une augmentation de la demande 

locale liée à l’hyperfiltration glomérulaire des néphrons restants et à la majoration du 

travail tubulaire de réabsorption du sodium
214

. Plusieurs traitements ciblant l’anémie 

ont ainsi montré leur intérêt en tant que thérapeutique de l’insuffisance rénale 

chronique chez l’animal. Toutefois l’utilisation de l’érythropoïétine (EPO) a montré des 

résultats divergents
215

 .  

 

Une dernière étiologie à cette hypoxie pourrait être une augmentation de la 

consommation en oxygène. Nous étudierons cette hypothèse plus en détail dans le 

chapitre décrivant la physiopathologie de l’hypoxie tissulaire au cours du diabète. 
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b) Hypoxie chronique et fibrose 

Après avoir décrit les anomalies à l’origine de l’hypoxie au cours de l’IRC, nous 

allons analyser les mécanismes à l’origine de l’impact tubulo-interstitiel délétère de 

cette hypoxie (Figure 8). 

(1) Données physiopathologiques 

L’effet in vitro de l’hypoxie sur des cellules tubulo-interstitielles semble en faveur 

d’un rôle important de celle-ci dans l’évolutivité de la fibrose rénale et ce par de 

nombreux mécanismes. Il faut noter que si les protéines Hypoxic Inducible Factor 

(HIF) sont les médiateurs clefs de l’hypoxie, d’autres facteurs de transcription comme 

le Nuclear Factor К B (NFКB) ou SP1 semblent également jouer un rôle. En résumé, 

l’hypoxie pourrait stimuler une évolution fibrosante par différentes modalités : 

1) une stimulation de facteur profibrosant comme TGF Beta
216-218

,  

2) une apoptose des cellules tubulaires par des anomalies persistantes 

mitochondriales
219

, 

3) une modification de l’équilibre de la matrice extracellulaire et des fibroblastes en 

faveur d’une synthèse de collagène et une diminution de sa dégradation
220

, 

4) une modification du statut immunologique local avec une augmentation de 

l’inflammation
221-222

, 

5) une possible transition endothéliale myofibroblastique
223-224

. En effet, l’origine des 

fibroblastes et la modalité par laquelle ils atteignent l’interstitium péri-tubulaire reste 

un motif intense de débat. Plusieurs hypothèses ont été soulevées : l’activation de 

fibroblastes résidents, une origine adventitielle, le passage de fibroblastes circulants et 

une transition endothélio-mésenchymateuse et surtout épithélio-mésenchymateuse 

(TEM). Pour soutenir cette dernière hypothèse, plusieurs travaux ont souligné le fait 

que des cellules tubulaires rénales soumises à une hypoxie pouvaient présenter une 
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trans-différentiation épithéliale mésenchymateuse
225-228

. De très nombreux travaux ont 

étayé cette thématique, toutefois des études récentes contestent l’existence même du 

concept de TME dans un processus de fibrose non tumoral
229-230

. 

(2) Données thérapeutiques sur le ciblage du gène Hypoxic 

Inducible Factor 

La signalisation cellulaire en réponse à l’hypoxie rénale implique principalement, 

comme pour de nombreux tissus, le facteur de transcription HIF
231

. Les principales 

études expérimentales concernant l’intérêt de thérapeutiques ciblant HIF apportent des 

résultats contradictoires. Celles qui ont choisi une manipulation génétique, que ce soit 

pour une augmentation ou une diminution d’HIF, ont montré que HIF jouerait un rôle 

délétère. Par contre, les travaux qui se sont attachés à induire une modification 

pharmacologique destinée à augmenter le taux cellulaire de HIF plaident en faveur du 

caractère plutôt protecteur de HIF. En fait, le délai de recrutement semble jouer un rôle 

essentiel dans l’impact rénal de HIF
232-238

. 

 

L’hypothèse d’un rôle capital de l’hypoxie tissulaire dans l’évolutivité de la MRC 

ou dans la physiopathologie de l’IRA est actuellement intensément débattue. Nous nous 

sommes donc attachés à étudier l’oxygénation tissulaire rénale au cours de nos 

différents travaux. 
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Figure 8 : schéma intégratif expliquant le lien entre l’hypoxie, la fibrose interstitielle 

et l’atrophie tubulaire au cours de l’IRC 
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III. MODELES MURINS D’INSUFFISANCE 

RENALE AIGUE 
 

Les premiers travaux de modélisation ont été réalisés chez les gros mammifères : 

léporidés, primates et surtout canidés. Ces travaux se sont principalement intéressés à 

décrire l’impact vasculaire, fonctionnel et morphologique rénal de trois différents 

modèles d’IRA (toxicité et ischémie par clampage ou hypotension 
239-255

. L’apparition 

des techniques de biologie moléculaire et d’invalidations géniques ont rendu 

néanmoins essentielle la modélisation chez le rat ou la souris. Notre revue de la 

littérature se concentrera donc sur la modélisation de l’IRA chez le muridé. 

A. Les différents modèles 

1. Modèles par clampage du pédicule rénal 

a) Caractéristiques générales 

Le modèle de clampage du pédicule rénal, de l’artère ou récemment exclusivement 

de la veine rénale est le modèle le plus fréquemment utilisé pour simuler l’IRA 

ischémique. De nombreux travaux sont disponibles avec des durées de clampage allant 

de 20 à 90 min provoquant essentiellement des différences dans l’intensité des lésions 

tubulaires proximales. Ce modèle induit des lésions à la cinétique assez standardisée : 

durant la période de clampage, le rein est totalement anoxique et non fonctionnel. Une 

nécrose tubulaire se développe durant la période de reperfusion avec une intensité et 

une étendue qui sont corrélées à la durée du clampage. Pour les durées les plus courtes, 

les lésions prédominent au niveau S3 du tubule proximal ; puis un clampage plus long 

impacte la médullaire externe et, en dernier, le cortex en touchant principalement le 

reste du tubule contourné proximal. Les lésions endothéliales associées aboutissent à un 
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œdème médullaire et une inflammation. La fonction rénale se restaure de manière 

inconstante et l’impact rénal peut aboutir à une pathologie tubulo-interstitielle 

chronique
193, 256-257. 

b) Faiblesses du modèle 

Ce modèle se différencie de la majorité des insuffisances rénales aiguës chez 

l’Homme par son mécanisme physiopathologique et sa distribution morphologique. En 

effet, chez l’humain, la cessation complète du flux sanguin n’est observée que dans la 

situation d’un prélèvement d’organe ou durant la chirurgie aortique avec clampage. 

Dans la plupart des cas, le mécanisme est une diminution de la perfusion rénale 

aboutissant à une hypoxie (et non une anoxie) associée possiblement à l’utilisation de 

néphrotoxiques (AINS, produit de contraste hyperosmolaire). Ainsi la perfusion rénale, 

bien que diminuée, persiste et ceci aboutit à plusieurs différences capitales. 

(1) Défaut de modélisation de l’hypoxie et de sa tolérance 

En premier lieu, les segments du néphron n’ont pas tous la même tolérance à 

l’anoxie : le tubule proximal est davantage dépendant de la respiration cellulaire 

aérobie que la branche ascendante large de Henlé (BALH) et le canal collecteur qui 

semblent être aptes à utiliser en partie le métabolisme anaérobie
200

, pour peu que leurs 

activités de transports soient suspendues
157

. En effet, ces segments tubulaires sont, en 

situation physiologique, à la limite de l’hypoxie. Il faut néanmoins noter que la 

consommation en oxygène est le principal déterminant de leur balance O2/VO2
258

, 

aboutissant en cas d’hypoxie à une diminution de la réserve en oxygène.  

Ainsi, en situation de cessation totale du flux sanguin, les tubules proximaux sont 

rapidement atteints alors que les BALH, non fonctionnelles, peuvent survivre plus 

longtemps. 
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(2) Absence d’équivalence thermique 

La température est un déterminant essentiel du développement des lésions dans ce 

modèle
259-260

. Ainsi, les situations de cessation complète du flux sanguin chez l’humain, 

bien que théoriquement les plus semblables à ce modèle, peuvent présenter 

d’importantes variations du fait de ce paramètre. L’impact rénal de la durée d’ischémie 

ne sera pas identique entre l’ischémie froide d’un greffon rénal et l’ischémie chaude 

d’un clampage aortique de chirurgie vasculaire. En situation expérimentale, la 

température de l’animal et la technique de réimplantation du rein dans la cavité 

abdominale durant la période de clampage doivent donc être contrôlées. 

(3) Différences histologiques 

Au niveau histologique, certaines lésions sont communes à l’humain et au modèle 

de clampage du pédicule (perte de la bordure en brosse, présence de dépôt intra-

tubulaire) mais le clampage induit une nécrose extensive des tubules proximaux et des 

lésions distales moindres (BALH, tube contourné distal (TCD) et canal collecteur)
256, 

261-266
. En revanche, chez l’Homme, ces lésions sont plus subtiles et focales, affectant 

les tubules proximaux et distaux
267-271

 . 

(4) L’ischémie totale empêche  les interactions systémiques. 

L'interruption complète du flux sanguin empêche la circulation rénale de facteurs 

humoraux impliqués dans la lésion tissulaire (par exemple, le couple acido-basique 

CO2/HCO3-, l'adénosine, et les substrats nécessaires à la génération de radicaux libres 

oxygénés tel que l’hypoxanthine/xanthine
272

). Cette absence d’interaction entre le rein 

et le reste de l’organisme au cours de ce type d’IRA inhibe ainsi toute participation 

systémique
273

 à l’agression rénale. 
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(5) Lésions microcirculatoires 

L’interruption totale du flux provoque des lésions de la microcirculation plus 

sévères qu’une hypotension isolée
272

. Ceci peut aboutir à la persistance d’une 

vasoconstriction et au développement d’un important œdème cellulaire qui empêche 

une perfusion vasculaire efficace du cortex profond et de la zone cortico-médullaire. 

Ceci participe probablement à aggraver les lésions initiales par le biais d’une 

hypoperfusion persistante
239, 274-277

. 

(6) Conséquence des ces disparités physiopathologiques sur les 

essais thérapeutiques 

Il est intéressant de noter que beaucoup de thérapeutiques, testées avec succès chez 

l’animal dans le modèle de clampage du pédicule rénal, permettent avant tout une 

amélioration de la perfusion rénale : hémodilution, antagoniste de l’endothéline, agents 

anti-inflammatoires. En effet, l'amélioration de la perfusion par augmentation de la 

pression de perfusion, la réduction de l'hématocrite, l’expansion du volume intra-

vasculaire avec du sérum physiologique ou la néphrectomie controlatérale diminue de 

façon spectaculaire les lésions et accélère la récupération chez le rat
239, 262, 276-284

. De 

même, l'effet d’autres thérapeutiques ciblant originellement un effet trophique, tels que 

les facteurs de croissance, peuvent également agir via un effet de vasodilatation 

intrarénale
285-286

. Il est ainsi possible qu’une grande partie de l’amélioration du 

pronostic observée dans les essais thérapeutiques positifs chez l’animal utilisant le 

modèle de clampage du pédicule rénal soit liée aux particularités mêmes du modèle. 

Ceci expliquerait l’échec actuel du transfert de la majorité de ces thérapeutiques chez 

l’Homme. 
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2. Modèles toxiques 

a) Les modèles de néphrotoxicité  

Le cisplatine ou la gentamycine ont été fréquemment utilisés car ils sont 

néphrotoxiques chez l’animal. Néanmoins, ces médicaments ont un effet beaucoup plus 

modéré chez l’humain. Ceci résulte, en particulier, de l’usage de posologies très élevées 

chez l’animal afin d’obtenir un effet constant. La gentamycine est un exemple de cette 

dissociation car les lésions observables chez la souris ne sont pas les mêmes que celles 

chez l’humain
287

. Il semble en fait préférable, dans le cadre des modèles par toxicité, de 

réaliser des agressions multiples aux effets synergiques. Par exemple, en associant une 

bactériémie à bacille gram négatif à l’injection de gentamycine
288

 ou une hypovolémie 

à une exposition à un produit de contraste iodé
289

. De plus, la simplification 

physiopathologique suscitée par une origine exclusivement tubulotoxique de l’IRA est 

probablement faussement réductrice. Certains néphrotoxiques (cyclosporine A) 

devraient plutôt être décrits comme des agents hypoxémiants. A l’inverse, certains 

néphrotoxiques considérés comme principalement hypoxémiants (amphotéricine, 

agents de radio-contraste) ont probablement également un effet tubulo-toxique direct
287

.  

Finalement, mis à part les inhibiteurs de la calcineurine, la corrélation entre les lésions 

expérimentales induites par les modèles de néphrotoxicité chimio-induite et celles 

observables chez l’humain est souvent mauvaise
290

. 

b) Le modèle de rhabdomyolyse 

Un modèle relativement comparable à la situation clinique équivalente chez 

l’humain est le déclenchement d’une rhabdomyolyse par injection de glycérol
291-292

. La 

lésion tubulaire qui en résulte est causée par la toxicité de l'hème et résulte d’une 

combinaison de facteurs comprenant une vasoconstriction intra-rénale, une tubulo-
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toxicité directe de l’hème et l'obstruction des tubules distaux par des dépôts 

hématiques
291, 293

. Ainsi, ce succès relatif du modèle peut en partie être lié au fait qu'il 

est basé sur des mécanismes multiples de lésions rénales : ischémique, toxique, et 

obstructive
293

. 

3. Particularités du modèle de choc septique. 

Le sepsis est une pathologie fréquente qui se révèle être la première cause d’IRA en 

réanimation. Néanmoins, en plus de sa composante hypotensive, l’IRA septique semble 

associer plusieurs mécanismes physiopathologiques la différenciant des autres atteintes 

rénales ischémiques. La physiopathologie de l’IRA au cours du sepsis est complexe et 

mal comprise. Elle associe de l’apoptose, des modifications hémodynamiques locales, 

une infiltration parenchymateuse par des cellules inflammatoires, une dysfonction 

endothéliale et des thromboses intra-glomérulaires. L’intensité de l’apoptose et de 

l’inflammation semble particulièrement prédominer en comparaison aux autres atteintes 

rénales ischémiques
294-295

 et rend difficile l’extrapolation des résultats générés par cette 

modélisation aux autres situations cliniques d’IRA. 

4. Modèles intracellulaires et ex vivo  

a) Modèles in vitro 

Le principal intérêt de ces modèles de culture cellulaire est de permettre 

l’isolement, le contrôle et l’analyse des effets d’un stimulus donné. Néanmoins 

l’ischémie est associée à une hypoxie mais également à une hypercapnie, une acidose, 

un déficit énergétique et à l’accumulation de produits du métabolisme anaérobie (acide 

lactique). Il n’est pas possible de reproduire efficacement l’ensemble des anomalies 

tissulaires d’un organe in vitro. Les études in vitro sont essentielles mais ne peuvent se 

substituer, in fine, à une analyse in vivo (Figure 9)
66, 296-297

. 
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b) Modèles ex vivo 

Les études de tubules ex vivo ou de rein isolés perfusés représentent également une 

étape expérimentale intéressante pour étudier l’impact d’un état de choc sur cet organe 

ou une de ses structures. Ce type de travaux est essentiel dans l’analyse des transports 

transtubulaires ou de la consommation en oxygène
66, 298-299

. Néanmoins, un nombre 

croissant de travaux met en évidence une composante systémique dans les défaillances 

organiques sévères, or cette composante échappe également à ce type de 

modélisation
273

. 

5. Autres modèles 

a) Modèles par néphrectomie 

Les néphrectomies unilatérales et bilatérales sont intéressantes car elles permettent 

de s’intéresser à l’impact d’une réduction néphrogénique pure. Ils permettent d’étudier 

les effets de la diminution de la fonction rénale qui est une caractéristique fondamentale 

de l'IRA
300-301

. Leur principal défaut est de ne pas reproduire la composante ischémie- 

reperfusion. Ce processus est pourtant capital dans l’impact tissulaire d’une agression 

ischémique
302

.  

b) Modèle d’ischémie reperfusion par arrêt cardiaque 

Ce modèle a été développé par plusieurs équipes mais pose le problème d’un arrêt 

circulatoire complet prolongé
303

 et celui d’une forte mortalité. Finalement, l’arrêt 

circulatoire complet est source des mêmes limitations (anoxie versus hypoxie) que le 

clampage du pédicule rénal, même si la composante systémique est cette fois présente. 
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c) Modèles transgéniques 

La possibilité d’utiliser des modèles transgéniques est un intérêt essentiel de 

l’expérimentation chez les muridés. Deux travaux d’invalidation génique ont été 

réalisés chez la souris pour induire une IRA et ont montré l’importance des structures 

tubulaires proximale S3 et BALH. Sekine et al. ont mis au point un modèle 

d’expression du récepteur de la toxine diphtérique localisée au segment S3 confirmant 

son importance fonctionnelle dans l’IRA
304

. De même, Srichai et al. ont introduit le 

gène de la thymidine kinase sous le contrôle du promoteur de la protéine de Tamm-

Horsfal, spécifique à la BALH, permettant une sensibilité exclusive de ces cellules à 

l’acyclovir
305

. 
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Figure 9 : Intérêts et inconvénients respectifs des différents modèles d’IRA 

disponibles en expérimentation animale ou in vitro
306. 
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B. Modélisation par hypotension 

1. Modèle du choc hémorragique 

De nombreux modèles de choc hémorragique contrôlé chez la souris avec ou sans 

survie supérieure à 24 heures ont été décrits
12, 307-312

. Ces modèles ont montré leur 

intérêt dans des domaines tels que l’immunologie, la pneumologie, la traumatologie ou 

la neuro-traumatologie. Différentes techniques ont été mises en œuvre pour optimiser 

ce modèle : avec ou sans ventilation artificielle, avec ou sans voie veineuse centrale. La 

seule constante est la mise en place d’un cathéter artériel. Curieusement le rein a 

bénéficié de peu d’attention dans ces études. 

a) Modélisation de l’ARA par choc hémorragique chez le muridé 

(1) Quarante ans de doute 

L’hypovolémie en tant que modèle d’ARA chez le muridé a été, dans un premier 

temps, étudiée chez le rat. Les études cliniques humaines définissent l’IRA ischémique 

comme un évènement rénal suivant une hypotension artérielle transitoire (PAS 80-100 

mmHg). Néanmoins, des formes prolongées (2 à 3 heures) et relativement profondes 

(50 mmHg) d’hypotension chez le rat n’ont pas permis de mettre en évidence un impact 

rénal conséquent
254-255

. Par la suite, Dobyan et al. ont montré, également chez le rat, 

qu’après 90 minutes de choc à une PAM de 40 mmHg, des lésions évocatrices 

d’agression tubulaire rénale apparaissent principalement au sein de la pars recta avec un 

trouble de la capacité de concentration des urines mais sans insuffisance rénale évaluée 

par l’augmentation de l’urée sanguine
313

. Une observation identique a été faite pour une 

durée de choc de 2 heures à une pression de 40 mmHg
314

. Néanmoins, une étude 

importante réalisée par Zager et al. a révélé qu’il est nécessaire de diminuer la pression 

de perfusion rénale par clampage partiel aortique à moins de 20 mmHg pour obtenir des 
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lésions tubulaires, ce qui n’est pas compatible avec la survie du rat
272

. Chez la souris, il 

a longtemps été considéré, par analogie, que l’hypovolémie isolée ne pouvait pas, à elle 

seule, être une cause d’IRA par nécrose tubulaire
315

. Cette affirmation était, et est 

encore, fréquemment reprise dans de nombreuses revues de la littérature s’intéressant à 

la modélisation de l’IRA
273

.  

(2) Premières preuves 

Pourtant, chez la souris, Mees et al. ont mis en évidence des lésions histologiques 

de différents organes avec une gravité variable en fonction du genre et de l’âge. Dans 

cette étude, après 90 minutes de choc à 35±5 mmHg, des lésions histologiques 

évocatrices d’agression tubulaire rénale aiguë ont été visualisées
12

. Aucune analyse de 

la fonction rénale n’a été néanmoins effectuée. Van Meurs et al. ont noté l’annulation 

de l’expression rénale de Tie 2 (un récepteur de la tyrosine kinase spécifique à 

l’endothélium) après un choc hémorragique. Legrand et al. ont mis en évidence dans les 

suites d’un choc hémorragique, chez le rat, une chute du débit sanguin rénal, de la PO2 

microvasculaire rénale et des deux paramètres DO2 et VO2. Efrati et al. ont, par la suite, 

révélé qu’une procédure de choc hémorragique de 90 minutes chez le rat peut aboutir à 

des lésions histologiques et une altération du DFG estimé
316

. 

C. Travail personnel 

 

Introduction au travail  

Nous avons donc souligné que l’existence d’une IRA est un facteur majeur et 

indépendant de surmortalité dans de nombreuses pathologies médicochirurgicales
97, 317-

318
. Nous avons également noté que, dans les principaux modèles animaux connus, la 

nécrose est massive et diffuse du fait de la brutalité et de l’intensité des agressions 

mises en œuvre, ce qui explique l’absence d’adaptation physiologique, contrairement à 
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ce que l’on observe en situation clinique. En effet, chez l’Homme, l’histologie des IRA 

ischémiques montre principalement des zones de nécrose ou de souffrance cellulaires 

limitées, prédominant à la jonction cortico-médullaire. Certains auteurs ont ainsi 

récemment suggéré de remplacer le terme de « nécrose » par celui d’« agression » 

tubulaire
290

. Il est donc possible que l’absence de progrès décisif récent dans 

l’amélioration du pronostic de l’IRA succédant à une hypovolémie isolée tient, en 

partie, aux lacunes des modèles expérimentaux actuellement disponibles. Nous avons 

donc décidé de mettre au point un modèle basé sur un mécanisme d’agression rénale 

isolé : l’hypotension. Pour cela nous nous sommes appropriés le modèle de choc 

hémorragique afin de l’adapter à notre objectif. En effet, nous avons associé au cathéter 

artériel fémoral une voie veineuse centrale jugulaire, une anesthésie générale, une 

ventilation artificielle à faible volume courant (ventilation « protectrice ») et une 

normothermie, afin de reproduire le plus fidèlement possible les conditions actuelles de 

prise en charge des patients en choc hémorragique. L’objectif secondaire de ces 

améliorations était d’optimiser la survie de l’animal.  

Par la suite nous avons déterminé la profondeur (35 mmHg) et la durée (2 heures) 

pour lesquelles des altérations morphologiques et fonctionnelles rénales sont 

systématiquement observées. Nous avons également conclu qu’au delà d’une durée de 

2 heures, ou en deçà d’une profondeur d’hypotension de 30 mmHg, les souris 

présentent un choc hémorragique décompensé incompatible avec la survie. 

Nous avons ensuite validé le modèle en analysant l’impact rénal fonctionnel, 

moléculaire et morphologique de ces conditions expérimentales sur une durée totale de 

vingt et un jours. Nous avons ainsi observé qu’un mécanisme hypotensif isolé chez la 

souris peut induire une IRA organique associée à une hypoxie et à des anomalies 

fonctionnelles tubulaires et morphologiques prédominant de J2 à J6. Certaines de ces 
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anomalies fonctionnelles tubulaires ainsi qu’une fibrose interstitielle sont visibles vingt 

et un jours après l’agression malgré une reconstruction épithéliale ad integrum et une 

restauration du DFG mesuré par la clearance de l’inuline. Ce modèle semble ainsi 

induire une ARA aux conséquences assez proches de celles notées dans les suites d’une 

ischémie chez l’humain.  
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Morphologic and functional renal impact of acute kidney injury
after prolonged hemorrhagic shock in mice*

Nicolas Mayeur, MD; Vincent Minville, MD, PhD; Acil Jaafar, MD; Julien Allard, MD; Talal al Saati, PhD;
Céline Guilbeau-Frugier, MD; Olivier Fourcade, MD, PhD; Jean Pierre Girolami, PhD;
Stéphane Schaak, PhD; Ivan Tack, MD, PhD

Acute kidney injury (AKI) is one
of the most important compli-
cations among hospitalized pa-
tients and is associated with

considerable mortality and morbidity
(1, 2). Public health importance of AKI is
confirmed by reports indicating its in-
creasing incidence and that some survi-

vors of AKI may present irreversible de-
cline in kidney function, potentially
leading to chronic kidney disease and to a
decrease in survival (3– 6). Ischemic
acute tubular necrosis (ATN) appears as
the most common cause of AKI (7). Isch-
emia–reperfusion induced by short-term
(30–90 mins) clampage of the renal ar-
tery is the most commonly used animal
model of ischemic AKI because of its fea-
sibility and reproducibility. Other models
such as cold ischemia, global ischemia by
circulatory arrest, or injection of tubulo-
toxins (folate/aminosides) have also been
used (8). However, because the most
common cause of ischemic ATN in hu-
mans is hypovolemia and hypotension
(9–11), these models are not completely
adapted to an anthropomorphic analysis
of pathophysiological mechanisms in-
volved in AKI. Based on this feature, sev-
eral groups have recently focused on a
model of controlled hemorrhagic shock
in rodents (12, 13). New data obtained
with this model indicate that hemor-
rhagic shock in mice has a very early

impact on renal endothelial integrity
with a loss of the microvascular endothe-
lial Tie2 receptor that leads to endothelial
dysfunction and hyperpermeability (12).
However, the late functional and histo-
logic impact of the sequence bleeding—
hemorrhagic shock—resuscitation on
the kidney has not yet been investigated
in mice and its capacity to reproduce the
sequential renal changes observed during
human AKI remains to be evaluated.

Therefore, the goal of the present
work was to extend the current knowl-
edge on the chronology of the functional
and morphologic renal impact during
AKI induced by hemorrhagic shock in
mice.

MATERIALS AND METHODS

Animals. C57/BL6 wild-type mice were ob-
tained from Harlan (Harlan France, Gannat,
France). Animal experimentations were per-
formed according to national and institutional
animal care and ethical guidelines and were
approved by local board. Mice were shocked or
sham-operated and euthanized at different
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Objective: Sparse data are available on renal consequences of
hemorrhagic shock in mice. This study aimed to extend the
current knowledge on functional and morphologic renal impact of
hemorrhagic shock in mice and to determine its ability to stand as
an accurate model of acute kidney injury.

Design: In vivo study.
Setting: University research unit.
Subjects: C57/Bl6 mice.
Interventions: A model of controlled hemorrhagic shock was

adapted to determine the renal impact of hemorrhagic shock in
mice.

Measurements and Main Results: Renal functions and kidney
morphology were followed up from 3 hrs to 21 days after hem-
orrhagic shock. When prolonged up to 2 hrs, hypotension (35 mm
Hg mean arterial blood pressure) induced by temporary blood
removal was responsible for an early and lasting increase in
hypoxia-inducible factor-1� and kidney-inducible molecule-1
gene expression that paralleled acute tubular necrosis and renal
failure. Two-hr hypotension induced an important but reversible

decrease in glomerular filtration rate up to 6 days after hemor-
rhagic shock. Other renal dysfunctions included a renal loss of
sodium, assessed by the increase in sodium excretion, and a
decrease in urine concentration that persists up to day 21. Tis-
sular damages prevailed in the outer medulla 2 days after hem-
orrhagic shock, being maximal at day 6. At day 21, renal healing
was associated with epithelial recovery and a significant inter-
stitial fibrosis.

Conclusions: Our data indicate that apparent recovery of renal
function after acute kidney injury can mask persisting dysfunc-
tions and tissular damages that could predispose to chronic
kidney disease. Prolonged hemorrhagic shock in mice closely
mimics renal effects induced by similar situation in humans, thus
providing a useful tool to investigate pathophysiological mecha-
nisms and protection strategies against acute kidney injury in
situations such as hemorrhagic shock. (Crit Care Med 2011; 39:
2131–2138)

KEY WORDS: acute kidney injury; hypotension; mice; hemor-
rhagic shock; fibrosis
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times after surgery. Experimental groups were
as follows: 3 hrs (H3; n � 10), 12 hrs (H12;
n � 6); 2 days (D2; n � 10), 6 days (D6; n �
10), and 21 days (D21; n � 10) after shock (n
for sham and shock mice).

Protocol Design. We adapted the recently
published hemorrhagic shock model of AKI
(12, 13). The main criteria for AKI diagnosis of
AKI were prolonged decrease in glomerular
filtration rate (GFR) and typical renal lesions.
GFR changes were diagnosed by plasma cysta-
tin C concentration and confirmed by inuline
clearance. Shock duration was determined as
the shortest time able to induce both AKI and
ATN in all mice. Resuscitation modalities were
adjusted to restore initial hematocrit, mean
arterial pressure, and to optimize survival. Ad-
equate mechanical ventilation modalities were
adjusted to body weight based on the litera-
ture, and the lack of hypoventilation during
the procedure was controlled by initial blood
oxygenation samples on control mice.

Hemorrhagic Shock Protocol. Hemor-
rhagic shock was induced as follows. Briefly,
animals were anesthetized with ketamine and
xylazine (250 mg/kg and 10 mg/kg, respec-
tively) and intubated using an intratracheal
canula. Mechanical ventilation (9 mL/kg, 150
min�1) was carried out with a specific venti-
lator Minivent 845 (Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten, Germany). The left jugular
vein and femoral artery were catheterized and
anesthesia was maintained with ketamine (20
mg/kg/hr) until the end of shock. Animal body
temperature was continuously monitored and
maintained to 37°C. Blood was withdrawn
through the femoral arterial line until the
mean arterial blood pressure reached 35 mm
Hg. Blood was stored in 0.2 mL of heparinized
serum. All along the procedure, femoral arte-
rial blood pressure was monitored using a
blood pressure analyzer (TA 4000; Gould,
Eichstetten, Germany) and mean arterial
blood pressure maintained to 35 � 5 mm Hg
for 2 hrs by successive blood withdrawal or
replacement (by steps of 0.01 mL). At the end
of that period, the blood previously stored and
a lactated Ringer’s solution (twice the initial
blood volume) was infused to provide appro-
priate fluid resuscitation. Sham-operated ani-
mals underwent the same anesthetic and sur-
gical procedures, but neither hemorrhage nor
fluid resuscitation was performed. Renal func-
tion was investigated at D2, D6, and D21 and
kidneys were removed at each time point (H3,
H12, D1, D2, D6, and D21) to perform real-
time quantitative reverse transcription–
polymerase chain reaction and histologic anal-
ysis. A catheter was introduced into the
abdominal aorta. The left kidney was excised,
quickly sliced, snap-frozen in liquid nitrogen,
and stored at �80°C in RNA later (Qiagen,
Hilden, Germany) until RNA extraction. The
right kidney was washed with 10 mL of phos-
phate Nacl buffer (phosphate-buffered saline,
pH: 7,4; Sigma Chemical, Mumbai, India) and
perfused with 10 mL of 10% formalin (pH 7.4)
through the abdominal aorta, removed,

quickly sliced, and stored for 48 hrs in 10%
buffered formalin.

Renal Function Studies. Mice were anes-
thetized with a single intraperitoneal injection
of 150 mg/kg sodium thiobutabarbital (Inac-
tine; Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO) and
anesthesia was maintained using intravenous
infusion (0.83 mg/kg/min) of sodic thiopental
(pentothal; Mayne Pharma, Salisbury South,
Australia). After tracheotomy, the right jugu-
lar vein was cannulated to perfuse inulin and
the right femoral artery was cannulated to
monitor arterial blood pressure and to obtain
blood samples. Urine was collected through an
intravesical catheter inserted after a minimal
laparotomy incision. After surgery, mice were
allowed to recover for 30 mins. Renal function
was determined over a 60-min clearance pe-
riod. GFR was assessed by inulin clearance.

Histologic Analysis. Kidney samples, pre-
served in 10% buffered formalin, were dehy-
drated and embedded in paraffin. Four-
micrometer sections were stained with
periodic acid-Schiff, hematoxylin–eosin, and
Masson trichrome. Sections were then evalu-
ated for signs of ATN by two nephrology ex-
perimented pathologists in a blinded fashion.
To objectively assess the presence of tubular
injury, sections were graded according to pre-
vious described scores on medulla, outer me-
dulla, and cortex (14). Ten fields (400�) were
reviewed for each coloration. Histologic
changes were evaluated by counting the per-
cent of tubules that displayed cell necrosis,
loss of brush borer, cast formation, and tubule
dilation as follows: 0, none; 1, �10%; 2, 11%
to 25%; 3, 26% to 45%; 4, 46% to 75%; and 5,
�76%. After this gradation, quantification was
performed to specify the kind of lesions pres-
ent at D2 and D6: desquamation, cellular vac-
uolization, and casts were quantified in every
segmentation and the number of tubules
showing one of these injuries was expressed as
a rate (percent) of all the pathologic tubules.
Fibrosis was detected at D21 using Masson
trichrome coloration and quantified by mor-
phologic analysis based on color recognition
in Photoshop Cs4 software (Adobe Systems

Incorporated, San Jose, CA) using Sirius red-
colored slides.

Immunohistochemical Procedures. Immu-
nohistochemical staining was performed on
paraffin-embedded tissue sections using Hy-
droxy-probe-1 monoclonal antibody Chemi-
con International, Temecula, CA; 1:50) ac-
cording to the manufacturer’s instructions.
The immunostaining was preceded by a pre-
treatment using trypsin proteolytic digestion.
After incubation with the antibody for 40 mins
at room temperature, sections were incubated
with biotin-conjugated polyclonal F(ab’)2 an-
timouse IgG secondary antibody (Jackson Im-
munoResearch Laboratories Inc, West Grove,
PA; 1:500) followed by the streptavidin– bi-
otin–peroxidase complex (ABC) method (Vec-
tor Laboratories, Burlingame, CA). Slides were
then counterstained with hematoxylin. Nega-
tive controls were incubated in buffered solu-
tion without the primary antibody.

Quantitative Reverse Transcriptase–Poly-
merase Chain Reaction. Mouse kidney slices
were stored at �80°C in RNA later (Qiagen)
until analysis. Total RNA was isolated using
RNeasy Plus Mini kit (Qiagen). RNA quality
and integrity were checked by microfluidic
capillary electrophoresis on an Experion (Bio-
Rad, Hercules, CA) and its concentration de-
termined spectrophotometrically on an ND-
1000 (NanoDrop, Wilmington, DE). Reverse
transcription was performed on 1 g RNA using
Superscript II Reverse Transcriptase (Invitro-
gen, Carlsbad, CA) and 200 ng random hex-
amers (Fermentas GmbH France, Villebon sur
Yvette, France). Real-time quantitative poly-
merase chain reaction was performed on a
Taqman 7900HT device (Applied Biosystems,
Foster City, CA) using cDNA corresponding to
5 ng of total RNA and quantitative polymerase
chain reaction MasterMix Plus for SYBR Green
I (Eurogentec, Liège, Belgium). All samples
were run in duplicate and results were ana-
lyzed using SDS 2.3 software (Applied Biosys-
tems). Relative mRNA expression levels were
calculated using the ��Ct method, normal-
ized to glyceraldehyde phosphate dehydroge-
nase (for kidney-inducible molecule-1 [KIM-1]

Figure 1. Duration-dependent impact of hemorrhagic shock (HS) on renal function and histology. A,
Glomerular filtration rate estimated by plasma cystatin C collected on aortic blood 6 days after HS
duration of 30, 60, 90, and 120 mins. B, Outer medulla injury score 6 days after HS duration of 30, 60,
90, and 120 mins (n � 5); *p � .05 vs. sham.
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and hypoxia-inducible factors [HIFs]) or glyc-
eraldehyde phosphate dehydrogenase and
�-actin levels for collagens, and expressed as
fold increases relative to the sham animals.

The following primer pairs (forward
and reverse) were used to quantify messen-
ger RNA (mRNA) expression levels:
KIM-1, 5	-CAAGCAACCGCTACCAGATAAA-3	

and 5	-GATTGTCAAGGACGCATTTCC-3	;
HIF-1
, 5	-CACCGATTCGCCATGGA-3	 and
5	-ACGTTCAGAACTCATCTTTTTCTTCTC-3	; HIF-
2
, 5	-GCCGACCAGCAAATGGATA-3	 and 5	-GGT-
CACCACAGCAATGAAACC-3	; collagen I, 5	-TGTGT-
GCGATGACGTGCAAT-3	 and 5	-GGGTCCC-
TCGACTCCTACA-3	; collagen III, 5	-ACGTAG-
ATGAATTGGGATGCAG-3	 and 5	-GGGTTGGG-
CAGTCTAGTG-3	; collagen IV, 5	-CCGGGATT-
TACTGGACCACC-3	 and 5	-CCCTTGCTCTCCCTT-
GTCA-3	; glyceraldehyde phosphate dehydroge-
nase, 5	-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3	 and
5	-TGTAGACCATGTAGTTGAAGGTCA-3	; �-actin,
5	-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3	 and 5	-CCAGT-
TGGTAACAATGCCATGT-3	.

Statistical Methods. Data are provided as
means � SEM. Comparisons between groups
were performed using the nonparametric
Kruskal-Wallis one-way analysis of variance fol-
lowed by a post hoc Dunn’s test. Results with
p � .05 were considered as statistically signifi-
cant. Analyses were performed using GraphPad
Prism 4 (Graphpad Software Inc, San Diego, CA).

RESULTS

A 2-Hhr Hemorrhagic Shock Is Suffi-
cient to Induce AKI. The targeted arterial
pressure of 35 � 5 mm Hg was chosen
based on the literature concerning hem-
orrhagic shock (10, 12). Plasma cystatin
C was used as an early biomarker of AKI
as recently validated (15). Whereas cysta-
tin C did not change when hemorrhagic
shock (HS) did not exceed 60 mins, in-
creasing shock duration to 90 mins and
up to 120 mins resulted in a significant
increase in plasma cystatin C in all mice
(Fig. 1). After a 2-hrs HS, mean cystatin C
significantly rose 6 days after shock and
both renal function studies and histology
revealed that acute renal failure and tu-
bular necrosis were present (Fig. 1).
Global mortality during protocol was
15%. Mortality increased dramatically if
deeper hypotension or longer shock were
performed (data not shown).

Hemorrhagic Shock Induced Increase
in mRNA HIF-1� and KIM-1 Expression.
To further document the impact of HS on
tubular cells, we analyzed mRNA expres-
sion of HIF-1
, HIF-2
, and KIM-1 using
real-time polymerase chain reaction at 3
hrs, 12 hrs, 1 day, 2 days, 6 days, and 21
days (H3, H12, D1, D2, D6, and D21,
respectively) after HS. HIF-1
 mRNA was
significantly increased from H3 to D6 in

the shock group when compared with
sham and returned to baseline at D21. No
significant increase in HIF-2
 was ob-
served at any time. Conversely, from H3
to H12, HIF-2
 was underexpressed in
the shock group when compared with
sham and normalized thereafter. KIM-1
mRNA was precociously (from H12 to D6)
and highly expressed in kidney, indicat-
ing tubular cell injury (Fig. 2).

HS Induces Prolonged Organic Renal
Failure. We next investigated the conse-
quences of 2-hr HS on GFR at D2, D6,

and D21. At D2, GFR was noticeably and
significantly decreased when compared
with both control and sham groups (p �
.05 vs. sham and p � .01 vs. control); this
decrease persisted up to D6. Finally, GFR
totally recovered at D21. Renal function
study in the sham group showed slight
functional alterations when compared
with the control, but the light tubular
dysfunction was transitory (D2, D6) and
was not associated with a significant de-
crease in GFR (Fig. 3). The acute renal
failure in the shock group did not only

Figure 2. Sequential whole kidney messenger RNA (mRNA) expression of kidney-inducible molecule-1
(KIM-1), hypoxia-inducible factor (HIF)-1
, and HIF-2
 by real-time polymerase chain reaction 3 hrs,
12 hrs, 1 day, 2 days, 6 days, and 21 days (H3, H12, D1, D2, D6, and D21, respectively) after
hemorrhagic shock. A, mRNA of KIM-1 is highly upregulated (from H12 to D6) in the kidney after
hemorrhagic shock when compared with sham. B, mRNA of HIF-1
 is increased in the shock group
when compared with sham, whereas nonmodification in HIF-2
 was shown. Immunohistochemical
staining with pimonidazole in control (D), sham (E), and shock (F) mice. Shock mice showed more
pronounced and diffuse hypoxia when compared with sham and control (n � 3 to 5) *p � .05 shock
vs. sham.
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result from a prerenal mechanism as
shown by the renal function study. In-
deed, urinary Na/K was increased after
shock (p � .05 vs. sham). Furthermore,
urine concentration ability was reduced
as shown by the increase in water clear-
ance and the decrease in urine to plasma
osmolarity ratio (Fig. 3). Unlike GFR,
mild tubular dysfunction was still present
at D21 because both urinary FeNa and
urine concentration ability remained al-
tered. No significant difference was ob-
served between sham and shock groups
regarding hematocrit and arterial blood
pressure at D2 and D6 (Table 1).

Acute Renal Failure Is Associated
With Acute Tubular Injury. HS induces
histologic lesions corresponding to acute
tubular necrosis (Fig. 4). Almost no le-
sions were observed at H3 with only
sparse tubular vacuolization in the outer
medulla observed in one mice (data not
showed). By contrast, at D2, cell vacuol-
ization and patchy loss of brush border
were present in the cortex and in the
outer medulla of all mice. Six days after
shock, typical lesions of acute tubular
aggressions were observed: tubular cell
loss with flattered and paucicellular tu-
bular epithelium with vacuolated cells
and sloughed off tubular cells in tubular
lumen and intratubular casts. These le-
sions prevailed in outer medulla and cor-
tex, whereas inner medulla showed only
few casts prevailing at D6. Sham-oper-
ated mice exhibited an ATN score �1,
representing significantly less tubular ag-
gression in contrast with shock mice
(Fig. 5). Twenty-one days after shock, his-
tologic repair was almost complete, but
significant peritubular fibrosis was then
present in shock mice when compared
with sham as shown by red Sirius color-
ation and the increase in collagen 1 and 3
(Fig. 6).

Figure 3. Effect of hemorrhagic shock (HS) on glomerular and tubular functions and plasma cystatin
C. Renal function studies after HS showed intrinsic renal failure with tubular dysfunctions. A, At day
(D) 2 and D6, the HS group showed significant decrease in glomerular filtration rate (GFR) when
compared with sham mice. Furthermore, plasma cystatin C increased at D6 vs. the sham group (B).
Tubular dysfunction was showed in the sham group in comparison to the control group but without
renal failure as suggested by the lack of GFR decrease. Tubular dysfunction was illustrated by the
increase in urinary FeNa (C), by the decrease in water clearance (D), by the increase in Na/K urinary
ratio (E), and by the decrease in urinary/plamatic osmolarity ratio (F). (n � 5); *p � .05 vs. control.
**p � .01 vs. control. #p � .05 sham vs. control. ##p � .01 sham vs. control; § p � .05 vs. D0; §§ p �
.01 vs. D0.

Table 1. Sham and shock groups at day 2, day 6, and day 21

Characteristics Control

Day 2 Day 6 Day 21

Sham Shock Sham Shock Sham Shock

Age, wks 26.2 � 1.3 26.8 � 1.3 26.7 � 2.3 27.4 � 0.7 27.1 � 1.5 26.3 � 1 26.8 � 1.1
Blood osmolality, mOsm/kg of H2O 317.4 � 4.5 322 � 5.4 332.4 � 6.7b 324 � 4.4 318 � 5.16 324 � 4 320.7 � 3.05
Urinary sodium extraction fraction, % 0.2 � 0.11 0.3 � 0.07 0.33 � 0.1 0.23 � 0.07 0.43 � 0.05a,b 0.28 � 0.09 0.34 � 0.13b

Urinary output, �L/min 0.7 � 0.1 0.5 � 0.1 0.3 � 0.1a 0.6 � 0.2 0.4 � 0.1 0.7 � 0.2 0.8 � 0.2
Ratio between urinary osmolality and

blood osmolality
5.3 � 0.8 3.7 � 0.8b 2.4 � 0.5a,b 4.3 � 0.6b 2.3 � 1.2a,b 4 � 0.7b 3.7 � 0.6b

Water clearance, �L/min �2.8 � 0.3 �1.6 � 0.6b �0.5 � 0.3a �1.7 � 0.7b �0.9 � 0.5a �2.1 � 0.8 �2.4 � 0.4
Hematocrit, % 41.7 � 2.8 40.3 � 2.5 35.2 � 3.5b 38.5 � 1.9 36.8 � 2.4b 41.3 � 1.5 40.7 � 2.5
Mean arterial pressure, mm Hg 80.4 � 5.8 78.8 � 4.6 72.2 � 10.6 77.9 � 17.4 81.7 � 11.3 77.7 � 7.5 72.3 � 7.4

ap � .05 vs. sham; bp � .05 vs. control; Mann-Whitney test.
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DISCUSSION

The present study reports that a 2-hr
HS in mice is viable after resuscitation
but leads to transient acute tubular in-
jury and renal failure. This transient
acute renal failure is severe and is suffi-
cient to induce persistent renal damages.
As described in humans, restoration of
GFR should not be considered as a reli-
able index of recovery because some tu-
bular dysfunctions remained present at
D21 as supported by reduced urine con-
centration ability and increased renal loss
of sodium. More importantly and despite
GFR normalization, histologic recovery is
not achieved ad integrum because a
slight but significant peritubular fibrosis
was observed predominantly in the outer
medulla.

The onset of AKI is a risk factor of
mortality during many medical or surgi-
cal diseases (16). Older publications sug-
gested that, after AKI, renal function re-
covers spontaneously and almost
completely, rendering long-term fol-
low-up unnecessary (17, 18). In fact, a
recent report points out that AKI does
not always recover, especially inpatient
exhibiting chronic kidney disease (4). Hy-
potension is a common adverse event
during anesthesia or in critically ill pa-
tients. It is the cornerstone of numerous
diseases leading to AKI (7, 19). After pre-
liminary experiments, we established that
a controlled HS of 2 hrs was able to
induce both AKI and histologic lesions of
ATN in mice. Indeed, previous works have
reported the effects of hypotension on
renal function using different models,
mostly in rats (20 –22). A study by
Dobyan et al (23) showed that a 90-min
duration of HS is able to induce histo-
logic lesions of ATN mainly in pars recta.
The functional impact was slight with a
moderate decrease in urine concentra-
tion capacity but no decrease in GFR as
estimated by blood urea nitrogen. Later, a
study by Zager et al (20) showed that it is
necessary to decrease renal artery pres-
sure by partial aortic clampage down to
20 mm Hg to obtain tubular lesions in
the rat. In mice, by analogy, it has been
believed for a long time that hypovolemia
itself could not induce ATN (20–22, 24).
Nevertheless, in a study screening for
multiorgan histologic injuries in mice,
Mees et al recently described some histo-
logic lesions suggestive of ATN after 90
mins at 35 � 5 mm Hg arterial blood
pressure during HS. A study by Van
Meurs et al detected renal endothelial im-

Figure 4. Histologic injury after hemorrhagic shock. A, Acute tubular injury was significantly
present at day (D) 2 and D6. B, At D2, lesions were localized in the cortex and in the outer medulla.
C, At D6, injury was maximal and lesions were predominantly localized in the outer medulla. D,
Histologic damage was different between D2 and D6, cell vacuolization was predominant at D2,
whereas casts and desquamation became more important at D6; n � 5; #p � .05 and ##p � .01
vs. sham. *p � .05,**p � .01.

Figure 5. Outer medulla injury after hemorrhagic shock. Sham mice (A, C) and shock mice (B, D). At
day (D) 2, cellular vacuolization (*) was predominant (hematoxylin–eosin coloration �400 at D2; [C]
sham, [D] shock). At D6, tubular necrosis was present and associated with vacuolization, desquamation
(§), and casts (HE coloration �400 at D6; [C] sham, [D] shock).
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pact of HS (12, 13). No information re-
garding renal GFR, tubular function, or
recovery was available in this study. The
present work established that, after 2-hr
HS in mice, the renal impact is very sim-
ilar to that observed during hypotension-
induced AKI in humans. Interestingly, re-
nal histologic damage that we observed

was different from that provoked by a
complete ligature of the renal artery but
was close to that observed in humans (25,
26). As suggested in a study by Rosen et
al, complete ischemic models are proba-
bly not the most relevant to study renal
modifications and damages induced by
prolonged hypotension during shock (20,

27). In humans, pathology of ATN is
poorly documented (24, 26). Although
fragmented, these data indicate that renal
damage is sparse and limited in its inten-
sity and localization and that it is prone
to marked interindividual variability. In
our model, lesions are constant and re-
producible, which is likely the result of
the standardization of hemodynamic al-
teration and to the use of a single strain
of mice (26, 28).

A marked decrease in GFR is the main
criteria to define AKI. In our model, AKI
in the shock group is characterized by the
following points: 1) a decrease in GFR
from D2 to D6 in renal function; and 2) a
decrease in urine concentration ability
indicating intrinsic tubular dysfunction.
This later dysfunction is illustrated by the
decrease in free water clearance and in
urine-to-plasma osmolarity ratio (29, 30).
Sham-operated mice also showed a slight
tubular dysfunction (temporary decrease
in urinary concentration ability) and hy-
poxemia, but they did not exhibit a de-
crease in GFR or histologic injuries. It is
known that prolonged anesthesia and
surgical procedures themselves could
lead to sublethal tubular injuries (31, 32).
Shock mice showed a lower hematocrit
than sham mice at D2 and D6 but, in our
opinion, this mild decrease cannot ex-
plain functional and histologic differ-
ences in comparison to sham-operated
mice. Altogether, our results strongly
suggest that 2-hr HS in mice induces
tubular injury and functional abnormali-
ties that closely mimics human AKI as-
sociated with ATN. Long-term renal dam-
age of ATN in humans is poorly known.
According to the observation that AKI
could lead to definitive renal damages,
the possibility of fibrotic repair in hu-
mans is conceivable. Despite the differ-
ence of kinetic with anoxic models, both
red Sirius staining and the increase in
mRNA of collagen I and III (but not in
collagen IV) indicate that animals also
developed a delayed tubulointerstitial fi-
brosis (33). This could provide a useful
model for pharmacologic targeting of
post-AKI renal fibrosis.

The attempt to detect renal tubular
damage as soon as possible has led to the
recognition of early markers of tubular
injury. KIM-1 is an emerging urinary bio-
marker of AKI. Numerous studies have
shown its interest in different models of
AKI (34). KIM-1 is a phosphatidylserine
receptor and its expression on epithelial
cell surface is markedly upregulated dur-
ing tubular injury (35). In our study,

Figure 6. Hemorrhagic shock induces renal interstitial fibrosis at day (D) 21. A–B, Representative
image of the reconstructed renal section of sham and shock mice obtains by assembling around 40
lap-joined images (100�). Elective selection of fibrosis was done using color recognition on the same
sections. C, Histology of the outer medulla (�400, red Sirius) in shock and sham mice. D, Quantifi-
cation of interstitial fibrosis on renal cross-sections in mice from the shock and sham groups. Fibrosis
was measured using Adobe Photoshop Cs4 software (n � 4 in each group, *p � .05 shock vs. sham).
E–G, Whole kidney messenger RNA expression of collagen I, collagen III, and collagen IV by real-time
polymerase chain reaction at D21 (fold increase vs. sham). mRNA of collagen I (E) and III (F) are
upregulated in kidney after hemorrhagic shock when compared with sham (n � 3).
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KIM-1 mRNA was highly expressed in the
kidney of shock mice when compared
with sham animals as early as H12. Al-
though mRNA expression should be com-
pleted by protein quantification of KIM-1
in urine, the marked and transient in-
crease in mRNA expression is consistent
with an early deleterious impact on tubu-
lar cells.

Detection of cellular hypoxemia is an-
other way to detect early renal impact of
shock. Hypoxia is a state of decreased
oxygen pressure, which, below a critical
threshold, reduces the cell function (36).
Furthermore, HIFs, especially HIF-1 and
HIF-2, are recognized as key regulators of
the hypoxic response. Their recruitment
is responsible for the transcription of
�100 genes that appear essential for ad-
aptation to hypoxia (37). Although HIFs
regulation is mainly based on translation
and protein degradation, HIF-1
 mRNA
increased transiently from H3 to D6
when compared with sham in our study
(38). Conversely, HIF-2
 mRNA expres-
sion decreased from H3 to H12, return-
ing to baseline thereafter. The strength of
this observation is limited by the lack of
direct protein detection, but renal paren-
chymal hypoxia is clearly present as indi-
cated by pimonidazole immunostaining
(Fig. 2). The difference of kinetic between
HIF-1
 and HIF-2
 mRNA expression
could be explained by specific patterns
of expression in each organ and cell
types as previously reported (39). In the
kidney, HIF-1
 is induced mainly in the
glomerulus and in epithelial cells,
whereas HIF-2
 is localized in the
glomerulus but also in endothelial cells
and fibroblasts (40). The difference of
kinetic between HIF-1
 and HIF-2

also highlights their divergent physio-
logic role in the ischemic kidney. Inter-
estingly, HIF-1
 in mice appears to be
related with interstitial collagen accu-
mulation (41). Thus, the prolonged
over expression of HIF-1
 could have
contributed to the delayed fibrosis that
we observed at D21.

Whereas it is known that, in humans,
prolonged hypotension is responsible for
AKI, such a phenomenon has never been
demonstrated in mice. In the present ar-
ticle, we clearly establish that a transient
hypovolemia provoked by bleeding in-
duces AKI in mice. In many respects and
despite the limits of such anthropomor-
phism, this model, free from exposure
to nephrotoxic drugs or anoxia (i.e.,
renal artery clamp), reproduces more
closely both functional and histologic

features of human AKI in such circum-
stances. By allowing the use of various
transgenic strains of mice, this model
of HS provides a new tool to study the
pathophysiological mechanisms of AKI
and to develop new strategies for ne-
phroprotection.
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IV. APPLICATION DU MODELE A UNE 

POPULATION PARTICULIERE 
 

Après avoir validé la capacité de notre modèle à reproduire, chez la souris saine, 

l’impact rénal supposé d’une hypotension prolongée chez l’humain, nous nous sommes 

attachés à en évaluer les conséquences dans une population murine non saine. Nous 

avons choisi de nous intéresser au diabète en utilisant une population de souris 

présentant un diabète de type II qui présente une invalidation spontanée du gène du 

récepteur de la leptine (modèle db/db). La relation entre l’hypoxie tissulaire observée 

dans notre modèle et celle décrite au cours de la néphropathie diabétique ainsi que la 

reconnaissance grandissante du rôle de cette hypoxie dans l’évolutivité des maladies 

rénales chroniques nous a convaincus que le diabète pouvait être un modèle pertinent 

de ce qui est dénommé « acute on chronic kidney injury ». 

A. Rappels généraux sur le diabète  

Le diabète de type II est la pathologie endocrinienne la plus fréquente dans le 

monde et toucherait environ 250 millions de personnes
319

. L’obésité a été identifiée 

comme le principal facteur de risque associé à une augmentation du taux de diabète de 

type 2
320

. La prévalence d’une atteinte rénale au cours du diabète est estimée à 15%
321

. 

La néphropathie associée au diabète de type II est actuellement l’une des premières 

causes d’IRCT en Europe. Chez l’humain, la préexistence d’une néphropathie 

diabétique (ND) est un des facteurs prédictifs supposés de survenue d’une IRA
322

. 

Chaque épisode d’ARA semble détériorer irréversiblement la fonction rénale chez 

certains patients
143

. Thakar et al. ont ainsi observé que 30% des patients diabétiques 

ayant présenté une IRA présenteront une récidive de celle-ci. De plus, au sein de leur 
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cohorte, l’IRA est un facteur de risque indépendant d’IRC préterminale et de mortalité 

(Figure 10) : chaque épisode d’IRA double le risque d’IRC 
131

.  

 

 

Figure 10 : conséquences des épisodes successifs d’IRA sur la survie du patient 

diabétique
131

. 

 

B. Physiopathologie de la néphropathie diabétique 

1. Une complication hémodynamique 

Depuis de nombreuses années, des progrès importants ont été réalisés dans la 

compréhension de la physiopathologie de la ND. Plusieurs hypothèses considérées en 

leur temps comme capitales ont été successivement confirmées. L’une des premières 

avancées dans la compréhension de la ND a été la mise en évidence du rôle de 

l’hémodynamique rénale et systémique. Deux anomalies aboutissant à l’hyperfiltration 

glomérulaire, observée précocement au cours de la ND, ont été décrites : 1) 
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l'augmentation primitive ou secondaire de la pression artérielle systémique ; 2) les 

modifications de la microcirculation intrarénale associant l'augmentation du débit 

capillaire et l’augmentation de la pression de filtration intra-glomérulaire. Ces 

variations hémodynamiques systémiques et rénales déterminent une augmentation de la 

pression capillaire glomérulaire potentiellement destructrice
323-325

.  

2. Rôle de l’hyperglycémie et des produits avancés de glycation 

Dans un deuxième temps, un rôle physiopathologique a été attribué à 

l’hyperglycémie chronique qui est la complication métabolique la plus fréquente au 

cours du diabète. Celle-ci induit des modifications protéiques, lipidiques et nucléiques 

impliquées dans la maladie rénale du diabétique. En effet, l’hyperglycémie chronique 

provoque la formation de produits avancés de glycation ou Advanced Glycation end 

products (AGE) par une réaction de couplage non enzymatique du glucose aux 

protéines. Les produits ainsi générés interagissent avec des récepteurs aux AGE 

dénommés RAGE et induisent une cascade d’effets nocifs, en particulier 

l’augmentation de la production intracellulaire de radicaux libres oxygénés (RLO) qui 

stimulent différentes voies de signalisation (via des facteurs de transcription, des 

cytokines ou des facteurs de croissance) et provoquent une prolifération mésangiale et 

une évolution profibrosante
326-328

. L’hyperglycémie joue également un rôle 

intracellulaire direct en intégrant la cellule par les transporteurs du glucose (GLUT) et 

en activant la voie de l’aldose réductase, celle des hexosamines et en activant la 

protéine kinase C
329

. 

3. Rôle du stress oxydant 

Le stress oxydant joue également un rôle probablement important dans la 

physiopathologie de l’atteinte tissulaire diabétique, en particulier dans celle de 
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l’expansion mésangiale
330

. Les résultats expérimentaux animaux utilisant des 

antioxydants montrent d’ailleurs des résultats fortement bénéfiques
331-332

, qui n’ont 

toutefois pas été, pour l’instant, retrouvés chez l’humain
333

. 

4. Implication des facteurs de croissance 

Les AGE et le stress oxydant modifient les signalisations intracellulaires et peuvent 

aboutir à la synthèse de cytokines et de facteurs de croissance. Plusieurs d’entre eux 

sont impliqués dans l’évolution rénale défavorable au cours du diabète. 

Le TGF-β est considéré comme un facteur délétère capital par son action pro-

fibrosante
334-335

. De même, l’hormone Insulin Like Growth Factor-1 (IGF-1) est 

exprimée principalement par les cellules mésangiales. Elle stimule l’expression du 

transporteur GLUT-1 par les cellules mésangiales augmentant ainsi la concentration 

intracellulaire de glucose et, en réponse, la synthèse de matrice extracellulaire
336-338

. 

Les Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Platelet Derived Growth Factor 

(PDFG) et Fibroblast Growth Factor (FGF) ont également été impliqués dans 

l’évolution de la ND
339-341

. 

C. Hypoxie et progression de maladie rénale diabétique 

Au-delà des facteurs classiquement incriminés décrits ci-dessus
342

, la 

physiopathologie de la ND n’est encore que partiellement connue. De nouvelles voies 

métaboliques sont encore actuellement étudiées afin d’en comprendre l’évolutivité. 

L’hypoxie semble ainsi jouer un rôle important dans la physiopathologie et la 

progression de la ND. Palm et al. ont montré que la pO2 tissulaire rénale est 

sensiblement plus faible chez les rats diabétiques que chez les animaux sains
343

. Inoue 

et al. ont confirmé l’existence d’une telle hypoxie chez l’humain par l’utilisation d’une 

imagerie par résonance magnétique (IRM) métabolique
344

. Ries et al. ont montré une 
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majoration de l’hypoxie chez les animaux diabétiques dans la région médullaire 

externe
214

 et il a été montré dans la ND que la concentration tissulaire en facteur HIF 

est augmentée, témoignant bien de l’existence d’une hypoxie chronique
345

.Cette 

hypoxie ne semble pas induite par une variation du flux sanguin mais par une 

augmentation locale de la consommation d’O2.   

1. Origine de l’hypoxie rénale au cours du diabète : rôle du stress 

oxydant et de l’inflammation 

Le stress oxydant serait, intuitivement, une explication intéressante à l’apparition 

d’une hypoxie au cours de la ND. En effet, l’hyperglycémie est responsable d’une 

instabilité des systèmes oxydants/antioxydants qui aboutit à un stress oxydant capable 

de provoquer une vasoconstriction rénale médullaire et d’augmenter l’activité de 

réabsorption tubulaire
346-347

. De plus, une augmentation du stress oxydant et une 

hypoxie ont été mises en évidence au cours de la ND
343

 et certains auteurs ont proposé 

que l’hyperglycémie majore l’inflammation et stimule l’expression de HIF-1α, l’un des 

facteurs HIF
348

. Cette explication n’est néanmoins pas consensuelle car d’autres travaux 

ont souligné que le stress oxydant aboutit à une diminution de l’expression de HIF-1α 

secondaire à une dégradation de celui-ci par le protéasome
349

.   

2. Augmentation de la consommation en oxygène 

a) Découplage mitochondrial 

Un découplage mitochondrial pourrait être en partie responsable de l’augmentation 

de la consommation en oxygène et, par conséquence, de l’hypoxie
350

. Ce découplage 

mitochondrial induirait une consommation en oxygène supérieure à celle réellement 

nécessaire. Un argument supplémentaire soutenant cette hypothèse provient des 

résultats de protocoles thérapeutiques impliquant la coenzyme Q10. L’administration 
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de celle-ci prévient le découplage mitochondrial. Or, la coenzyme Q10 semble réduire 

l’évolutivité de l’IRC liée au diabète
351

.  

b) Activité métabolique de la BALH 

L’activité de la BALH semble également contribuer à l’apparition de cette hypoxie 

tissulaire. La BALH est responsable d’une part notable de la consommation en oxygène 

du parenchyme rénal
158

. Or, au cours du diabète, la BALH est en condition hypoxique. 

De manière intéressante, le traitement par insuline permet de réduire cette hypoxie
345

. 

L’effet bénéfique de l’insuline sur la consommation en oxygène de la BALH (et donc 

de sa condition hypoxique) pourrait être lié à la fois à une diminution du DFG et à une 

diminution du volume de la diurèse osmotique
352

. En effet la diurèse osmotique semble 

provoquer une augmentation de l’absorption rénale de sodium au sein des portions 

tubulaires proximales et de la BALH
353

, induisant donc une majoration de leur 

consommation en oxygène. 

c) Autres facteurs 

Des modifications du tonus vasculaire
354

 et une raréfaction vasculaire induisant par 

synergie une réduction du flux sanguin tubulaire peuvent également être responsables 

d’une hypoxie (cf. rôle de l’hypoxie dans l’IRC). Le rein diabétique semble donc être le 

site d’un préconditionnement hypoxique qui peut non seulement contribuer à la 

progression de l’IRC, mais aussi faire le terrain d’ARA (Figure 11).  
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                 Figure 11 : Origine de l’hypoxie dans la néphropathie diabétique 
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D. Modélisation diabétique chez la souris 

1. Différents modèles de diabète 

MODELE MURIN 
TYPE DE 

DIABETE 
AVANTAGES DESAVANTAGES 

Streptozotocine
355

 1 

Tempo connu 

Validé +++ 

 

Toxicité tubulaire propre 

PK/Pd variable en fonction des 

souches 

Variant virus D
356

 1 

Possible reproduction 

cause virale au diabète 

de type 1 

Effets rénaux peu connus 

Modèle rarement utilisé 

Impact fonctionnel inconnu 

Ins 2 Akita
357

 1 

Mutation autosomique 

dominante 

Disponibilité 

Principalement chez C57Bl/6 

Relative résistance à la néphropathie 

et hyperglycémie modérée 

NOD
358

 1 

Disponibilité 

Reproduit défaillance 

cellules β des ilots de 

Langerhans 

Développement diabète non 

permanent 

Nécessite un apport d’insuline 

Pas de groupe contrôle 

eNOS- /- + STZ
359

 1 Doute sur effet toxique Pas d’hyperfiltration 

KOB2R+Ins
2AKITA/ 

360
 

1 
Reproductibilité 

Complexité 
Néphropathie majorée 

FVB-OVE26
361

 1 Mortalité élevée Diminution cellules B 

Sur expression 

rénine + STZ ou 

AKIta
362

 

1 
Protéinurie élevée 

HTA 
Nécessité STZ 

Db/Db 2 Disponibilité 

Mutation récepteur de la leptine 

cause très rare diabète. homozygotes 

stériles 

Ob/ob
363

 2 

Disponibilité 

Néphropathie peu 

décrite 

Mutation leptine cause très rare 

diabète. Souris stériles 

Agouti
364

 2 
Disponibilité 

Albuminurie 

Surtout pertinent sur souches KK 

Début diabète mal identifié 

Régime riche en 

graisse et en 

sucre
365-366

 

2 Début diabète au choix 
Valable uniquement chez le C57Bl/6 

Hyperglycémie modérée 

NONcNZO10/LtJ
367

 2 
Obésité modérée 

Syndrome métabolique 

Diabète polygénique 

Lésions rénales semblent 

indépendantes du diabète 

Tableau 3 : modèles murins de diabète 



Application du modèle à une population particulière 

 91 

 

Un institut américain nommé Animal Models of Diabetic Complications 

Consortium (ADMCC) a défini les critères d’un modèle idéal de souris diabétique
368

 . 

Les souris doivent présenter : 

1) une diminution de 50% du DFG au cours de la vie de l’animal 

2) une augmentation d’un facteur 10 de l’albuminurie en comparaison avec des souris 

non diabétiques. 

3) des anomalies histologiques comprenant une prolifération mésangiale avec 

idéalement des images de sclérose nodulaire, de fibrose tubulo-interstitielle et 

vasculaire et un épaississement de la membrane basale glomérulaire > 50%. 

Idéalement ces anomalies histologiques devraient être confirmées par différentes 

analyses : 

       une quantification de la matrice mésangiale  

        une confirmation de l’absence de dépôts immuns IgG, IgM et IgA 

        une quantification de la membrane basale par microscopie  électronique 

        une démonstration de la perte en podocytes. 

Aucun modèle de ND disponible actuellement n’est parfaitement idéal (Tableau 3). 

2. Modèle db/db  

Les souris db/db, spontanément déficientes en récepteurs B de la leptine présentent 

les anomalies métaboliques du diabète de type II ainsi qu’une obésité faisant de ces 

souris invalidées un modèle reconnu et validé de diabète de type II
368-369

. En effet, 

l’absence du gène codant pour le récepteur à la leptine aboutit à une absence de satiété 

et à une obésité morbide. En conséquence, les souris db/db présentent une 

hyperleptinémie, un hyperinsulinisme et une hyperglycémie en rapport avec une 

insulino-résistance marquée. Ce modèle, caractérisé par une albuminurie, développe de 

plus, une hypertrophie rénale et glomérulaire, un épaississement de la membrane basale 
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glomérulaire, une glomérulosclérose focale et une accumulation tubulo-interstitielle de 

protéines de la matrice extra-cellulaire avec prolifération mésangiale. Toutes ces 

anomalies sont amplement décrites au cours de la ND chez l’humain (références dans 

revues suivantes
370-371

). Ce modèle, qui est largement utilisé dans les travaux sur la ND 

présente néanmoins des inconvénients : 1) les animaux homozygotes sont stériles ; 2) 

chez l’humain, la mutation du gène du récepteur de la leptine est une circonstance 

extrêmement rare, et 3) il ne reproduit pas toutes les anomalies tardives de la ND 

(sclérose mésangiale et altération sévère de la fonction rénale).  

3. Données contradictoires des conséquences du diabète sur l’impact 

d’une IRA 

Chez l’humain, la préexistence d’une ND semble fragiliser le rein face aux 

agressions  toxiques, médicamenteuses ou hémodynamiques
372

.  

La susceptibilité du rein du muridé diabétique à l’agression rénale a été partiellement 

étudiée mais jamais au cours d’un état de choc. Rosenberg et al. ont montré que le 

diabète de type I induit une hypoxie rénale prédominant dans la zone médullaire 

externe (zone de la BALH) et que l’injection d’un produit de contraste majore 

fortement cette hypoxie. Cette majoration pourrait expliquer la susceptibilité rénale 

particulière du rein diabétique au produit de contraste iodé
345

. Pourtant les données 

expérimentales sur les conséquences de cette hypoxie et sur les particularités d’une IRA 

au cours du diabète semblent contradictoires. En utilisant un modèle de rein perfusé 

isolé, Rosenberger et al. ont montré que l’impact fonctionnel rénal d’une hypoxie est 

bien plus sévère en cas de diabète. Dans cette étude, l’aggravation du pronostic rénal 

est associée à une réponse vasculaire altérée
373

. A contrario, plusieurs travaux in vivo 

ont suggéré l’existence d’une relative tolérance rénale à un épisode hypoxique au cours 

du diabète. Ces auteurs soulevaient l’hypothèse d’une possible adaptation préalable à 
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l’hypoxie prolongée
138, 373-374

. Néanmoins, ces contradictions sont peut-être liées à 

l’intensité du mécanisme hypoxique utilisé dans les différentes études, mais également 

au stade de la maladie rénale préalable.  

E. Travail personnel 

 

Introduction au travail 

 Nous avons pu induire, chez des souris non diabétiques, une IRA réversible 

caractérisée par des lésions histologiques prédominant au sein de la médullaire externe. 

Cet impact rénal est associé à une hypoxie significative.  

Nous avons souligné que peu d’informations sont disponibles concernant l'impact 

rénal d’un épisode d’ARA chez les animaux présentant un diabète de type II et que les 

informations disponibles (principalement dans des modèles de diabète de type I) sont, 

de plus, contradictoires. L’objectif de notre travail était de conclure sur le caractère 

délétère ou non de l’existence d’un diabète sur le pronostic d’une ARA chez la souris 

en utilisant le modèle de choc hémorragique. L’objectif secondaire était d’analyser, à 

l’échelon cellulaire, un possible particularisme de la signalisation hypoxique au cours 

d’une ARA chez l’animal diabétique. Une partie de ce travail a été effectué en 

collaboration avec M
me

 Virginie Dupuy, que j’ai encadrée dans le cadre de son Master 

2 Recherche (M2R) Physiopathologie, au sein de notre équipe. 

 Nous avons pu mettre en évidence que les souris diabétiques de type II présentent 

une hypoxie tissulaire rénale préalable en dehors de toute ARA. De plus, le pronostic 

rénal (intensité de l’IRA) et général de la souris diabétique est plus sévère dans les 

suites d’une ARA. L’hypoxie rénale préalable induite par le diabète ne semble donc pas 

avoir un effet protecteur en situation d’ARA. Néanmoins, il existe des réponses 

vasculaires et cellulaires à l’hypoxie différentes au cours d’une ARA chez la souris 
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diabétique. 

Par ailleurs, nous avons été confrontés à une fragilité métabolique et cardiovasculaire 

particulière des souris db/db. Elles tolèrent difficilement la privation en eau induite par 

l’anesthésie du fait de leur morphotype particulier (Figure 12) et de la polyurie 

osmotique induite par le diabète. Nous avons donc également conclu que la poursuite 

de ce travail nécessiterait l’utilisation d’un autre modèle de diabète. 

 

 

 

Figure 12 : souris db/db choquée 

(1) sonde d’intubation, (2) voie veineuse centrale jugulaire, (3) cathéter 

artériel fémoral, (4) sang prélevé. 
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ABSTRACT—The objectives of this study were to determine whether type 2 diabetic mice would exhibit a more severe
renal impact of hemorrhagic shock (HS) based on a recently described model of acute kidney injury and to determine the
impact of HS on renal responses to hypoxia. We induced HS or sham procedure in type 2 diabetic and obese db/db mice.
Creatininemia, glomerular filtration rate, urine output, histologic injury score, and kidney inductible molecule 1 mRNA were
used to investigate the renal impact of HS. Tissular hypoxia and its impact were quantified using pimonidazole
immunostaining and mRNA of hypoxic inducible factor, vascular endothelial growth factor receptors 1 and 2, Tie-2,
endothelial nitric oxide synthase, and inducible nitric oxide synthase. Diabetic mice exhibiting mild diabetic nephropathy
express hypoxic signals at baseline. The renal impact of HS was more severe in diabetic mice, with a worsening of tissular
hypoxia and an altered response to hypoxia. Furthermore, endothelial nitric oxide synthase was highly overexpressed in
diabetic shocked mice when compared with nondiabetic shocked mice. Renal impact of HS in type 2 diabetic mice is more
intense than in nondiabetic ones. Preexisting hypoxia during diabetes could result in a renal preconditioning that modifies
endothelial and tissular responses to acute kidney injury.

KEYWORDS—Hypotension, acute kidney injury, chronic kidney disease, hypoxic preconditioning

INTRODUCTION

The prevalence of chronic kidney disease (CKD) during

diabetes mellitus is estimated at 15% (1), and type 2 dia-

betesYassociated kidney disease is the No. 1 etiology of end-

stage renal disease in Europe. Acute kidney injury (AKI) is

an independent marker of morbidity and mortality in

numerous medical and surgical diseases managed by inten-

sive care physicians and is thought to be associated with

deleterious progression of CKD (2Y4). However, whether AKI

prevalence and severity are increased in preexisting CKD

patients remains controversial (5). We have recently developed

a new model of AKI based on hemorrhagic shock (HS) in mice.

In this model, we were able to induce in nondiabetic mice

reversible acute renal failure with histological lesions prevailing

in the outer medulla, and renal impact was associated with

significant hypoxia (6). Little is known about the renal impact

of AKI in experimental type 2 diabetes. Recently, hypoxia has

emerged as an important determinant in the physiopathology of

diabetic CKD progression. Palm et al. (7) have shown that renal

tissular PO2 is appreciably lower in diabetic rats than in healthy

animals. Moreover, hypoxic inducible factors (HIFs) are

increased in diabetic kidneys (8). Hypoxic inducible factors

are key regulators of the response to hypoxia, enhancing the

transcription of numerous genes that improve the bioavail-

ability and use of O2. As a consequence, this hypoxic renal

preconditioning could contribute to the progression of CKD

as well as to sensitivity to AKI during diabetes (4). Our working

hypothesis was that type 2 diabetic mice would present a

more severe AKI following HS, which may be at least partly

related to a different impact on kidney oxygenation than in

nondiabetic mice.

MATERIALS AND METHODS
C57BLKs db/db female mice (Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine) were

placed in a thermoregulated (20-C) room with occasional lighting (7Y19 h). Mice
received standard food (UAR AO4) and water ad libitum. Db/db mice developed
obesity and type 2 diabetes from the fifth to sixth week of life, along with renal
impairment as early as week 10 (9). Nondiabetic mice were studied as a control.
Animal experimentations were performed according to national and institutional
animal care and ethics guidelines and were approved by the local institutional
board. Shocked mice, respectively, diabetic (dbshock) and control (Cshock),
underwent controlled HS for 90 min (target mean blood pressure, 35 T 5 mmHg)
under general anesthesia (dbshock, n = 12; Cshock, n = 12). Diabetic and non-
diabetic sham mice, respectively, dbsham and Csham, underwent the same surgical
procedure without blood spoliation (dbsham, n = 7; Csham, n = 7).

Hemorrhagic shock procedure
Hemorrhagic shock was induced as previously described (6). In short, animals

were anesthetized using ketamine and xylazine and intubated via an intratracheal
cannula. Mechanical ventilation was carried out with a specific Minivent
845 ventilator (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Germany). The left
jugular vein and femoral artery were catheterized, and anesthesia was maintained
with ketamine until the end of shock. Animal body temperature was con-
tinuously monitored and maintained at 37-C. Blood was withdrawn through the
femoral arterial line until the mean arterial blood pressure (MAP) reached
35 mmHg. Throughout the procedure, femoral arterial blood pressure was
monitored using a blood pressure analyzer (TA 4000; GOULD Electroniks,
Eichstetten, Germany), and MAP was maintained at 35 T 5 mmHg for 90 min by
successive blood withdrawal or replacement. At the end of this period, the pre-
viously stored blood and lactated Ringer’s solution (twice the initial blood vol-
ume) were infused to provide appropriate fluid resuscitation. Sham-operated
animals underwent the same anesthetic and surgical procedures, but neither
hemorrhage nor fluid resuscitation was performed. At hour (H) 6, kidneys were
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removed to perform real-time quantitative reverse transcriptaseYpolymerase
chain reaction (PCR) and histological analysis. A catheter was introduced into
the abdominal aorta. The left kidney was excised, quickly sliced, snap-frozen in
liquid nitrogen, and stored at j80-C in RNA (Qiagen, Hilden, Germany) until
RNA extraction. The right kidney was washed with 10 mL of phosphate NaCl
buffer (phosphate-buffered saline, pH 7.4; Sigma Chemical, Mumbai, India) and
perfused with 10 mL of 10% formalin (pH 7.4) through the abdominal aorta,
then removed, quickly sliced, and stored for 48 h in 10% buffered formalin.

Renal function
An estimation of glomerular filtration rate (GFR) (plasma inulin clearance)

was performed in 10 mice (five dbshock and five dbsham). Mice were anesthetized
using a single intraperitoneal injection of 150 mg/kg sodium thiobutabarbital
(Inactine; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, Mo). Mechanical ventilation was car-
ried out with a specific Minivent 845 ventilator (Hugo Sachs Elektronik). The
left jugular vein and femoral artery were catheterized, and anesthesia was
maintained with ketamine (20 mg/kg per hour) until the end of the experiment.
Urine was collected through an intravesical catheter inserted after a minimal
laparotomy incision. After a stabilization period of 45 min, plasma inulin
clearance was determined using six successive blood samples before shock and
after resuscitation. Urine excretion output was determined using three urine
collections (before, during, and after shock). Glomerular filtration rate was
estimated following the model of Brochner-Mortensen et al (10) corrected by
Peters et al (11). Inulin distribution volume was considered equal to the extrac-
ellular volume.

Biological samples
Arterial lactates, creatininemia, glycemia, and fructosamine were per-

formed with Cobas Mira Plus (Roche, Mannhein, Germany) in the Anexplo
platform in Toulouse.

Reverse transcriptaseYPCR
The expressions of HIF-1!, kidney inductible molecule 1 (KIM-1), endothelial

nitric oxide synthase (eNOS), inducible nitric oxide synthase (iNOS), Tie-2, and
vascular endothelial growth factor receptors 1 and 2 (VEGFR-1 and VEGFR-2)
were studied in the whole kidney. Total RNA was isolated using RNeasy Plus Mini
Kit (Qiagen); RNA quality and integrity were checked by microfluidic capillary
electrophoresis on an Experion (Bio-Rad, Hercules, Calif), and its concentra-
tion was determined using UV spectrophotometry on an ND-1000 (Nanodrop,
Wilmington, Del). One microgram of total RNA was engaged in a reaction of
reverse transcriptaseYPCR using Superscript II Reverse Transcriptase (Invitrogen
Co, Carlsbad, Calif) and 200 ng random hexamers (Fermentas France, Villebon
sur Yvette, France). Real-time PCR was performed using 250 ng of cDNA on a
Taqman 7900 device (Applied Biosystems, Foster City, Calif) adapted to the
thermocyclage FastBy using a chemistry SYBR Green (DYNAMO Flash SYBR
Green qPCR Kit, Finnzymes; Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Mass). All
samples were run in duplicate, and results analyzed using SDS 2.3 software
(Applied Biosystems). Relative mRNA expression levels were calculated using the
$$Ct method and normalized to GAPDH. The following primer pairs (forward
and reverse) were used to quantify mRNA expression levels: KIM-1, 5¶-CAAG
CAACCGCTACCAGATAAA-3¶ and 5¶-GATTGTCAAGGACGCATTTCC-3¶;
HIF-1!, 5¶-CACCGATTCGCCATGGA-3¶ and 5¶-ACGTTCAGAACTCATCTTT
TTCTTCTC-3 GAPDH, 5¶-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3¶ and 5¶-TGTA
GACCATGTAGTTGAAGGTCA-3¶; "-actin, 5¶-GGCTGTATTCCCCTCCATC
G-3¶ and 5¶-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3¶ iNOS 5¶-GTGTTCCACCA
GGAGATGTTG-3¶ and 3¶-CTCCTGCCCACTGAGTTCGTC-5¶, eNOS 5¶-TACG
GAGCAGCAAATCCAC-3¶ and 3¶-CAGGCTGCAGTCCTTTGATC-5¶, VEG
FR-1 were 5¶-CAAGTGGCCAGAGGCATGGAGTT-3¶ and 3¶-GATGTAGTCTT
TACCATCCTGTTG-5¶ and VEGFR-2 5¶-GAGGGCCACTCATGGTGATTG-3¶
and 3¶-TGCCAGCAGTCCAGCATGGTCTG-5¶, Tie-2 5¶-ATGTGGAAGTCGA
GAGGCGAT-3¶, and 5¶-CCCTGAACCTTATACCGGATGA-3¶.

Histological analysis
Kidney samples, preserved in 10% buffered formalin, were dehydrated and

embedded in paraffin. Four-micrometer sections were stained with periodic
acidYSchiff, hematoxylin-eosin, and Masson trichrome. Sections were evaluated
to quantify acute tubular injury as previously described (6). In short, histological
changes were evaluated by counting the percentage of tubules that displayed cell
necrosis, loss of brush border, cast formation, and tubule dilatation as follows: 0,
none; 1, G10%; 2, 11% to 25%; 3, 26% to 45%; 4, 46% to 75%; and 5, 976%.
Images were captured by means of a Nikon D1 digital camera on a photonic
microscope (Laborlux D, Leitz, Germany) (�400 magnification).

Immunohistochemistry for pimonidazole
Pimonidazole (Hydroxyprobe; Pharmacia International, Belmont, Mass) was

injected into the mice (60 mg/kg) 1 hour before they were killed and kidney

fixation. Samples were incubated with monoclonal hydroxyprobe 1 antibody,
directed against pimonidazole and conjugated to fluorescein 1H/RT (Hypoxyp-
robe; Natural Pharmacia International, Burlington, Mass;1:500). Sections were
made in association with DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, Calif). Images
were captured with an LSM 510 confocal microscope (Zeiss, Jena, Germany).

Statistical analysis
Because the sample size was small, and most of the distributions were non-

Gaussian with unequal variances, rank tests were most appropriate than Student t
tests for bivariate comparisons: rank-sum tests were computed to compare the
distributions of baseline characteristics (Mann-Whitney test). For these com-
parisons, the differences were considered to be significant if P G 0.05.

For the same reasons, it was not possible to compute a two-way analysis of
variance to test the interaction between HS and diabetes. Consequently, the out-
comes have been compared using several rank-sum tests (Mann-Whitney tests).
Four comparisons have been computed for each outcome (Csham vs. Cshock, dbsham

vs. dbshock, Csham vs. dbsham and Cshock vs. dbshock). To avoid inflation of type I
error resulting from these multiples comparisons, a Bonferroni correction has
been applied (! /4). Differences between the outcome distributions were con-
sidered to be statistically significant if P G 0.0125.

RESULTS

General characteristics

At 20 weeks, the db/db mice were obese and hyperglycemic

(7.55 T 0.68 vs. 1.61 T 2.7 g/L, P G 0.0001). Fructosamine and

glycated proteins were significantly higher in db/db mice than

in control (Table 1). No difference was observed between Csham

and dbsham in terms of creatininemia (Fig. 1). However, renal

pathological analysis of dbsham revealed mild diabetic nephr-

opathy lesions with thickening of the Bowman capsule and

mesangial proliferation (Fig. 2). The proximal tubules showed a

rarefaction of the brush border and slight dilation. No fibrosis was

TABLE 1. Characteristics of control and diabetic mice

Control
(mean, SEM)

db/db
(mean, SEM)

Statistical
significance (P)

Glycemia, g/L 1.61 T 2.7 7.55 T 0.68 G0.0001

Fructosamine, 2mol/L 166 T 51 264 T 64 G0.0001

Body weight, g 20.8 T 2.0 49.5 T 4.7 G0.0001

Kidney weight, mg 139 T 13 195 T 22 G0.01

Volume withdrawn, mL 0.64
(0.57Y0.69)

0.91
(0.83Y0.99)

G0.001

MAP, mmHg 78 (66Y83) 72 (69Y74) NS

Shock MAP, mmHg 34 (33Y36) 36 (34Y36) NS

Postresuscitation
MAP, mmHg

73 (67Y76) 75 (70Y77) NS

Preshock urine output,
2L/min

0.68
(0.64Y0.89)

1.3
(1.11Y1.47)

G0.01

Shock urine output,
2L/min

0.01 (0Y0.03) 0.09
(0.08Y0.21)

G0.01

Postshock urine
output, 2L/min

1.95
(1.34Y3.58)

0.75
(0.17Y1.06)

G0.02

GFR preshock, mL/
min

147.5 (127.3Y204.9)

167.2 (100.1Y190.5) NS

GFR postshock, mL/
min

48.9
(26.4Y67.7)

12.3
(6.9Y17.7)

G0.01

Data are expressed as median (25%Y75% interquartile). Mann-Whitney
test. Glomerular filtration rate was calculated by plasma inulin clearance.
NS indicates not statistically significant.

352 SHOCK VOL. 38, NO. 4 DUPUY ET AL.

Copyright © 2012 by the Shock Society. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

Manuscrit n°2

98



observed on Masson coloration (data not shown). Both body

and kidney weights were significantly increased in db/db mice.

Renal and systemic impact in diabetic mice

To estimate the systemic impact of HS, arterial lactates were

measured. Lactates in dbshock and Cshock mice were higher than

in respective shams (P G 0.05). Furthermore, lactates were

increased significantly more in dbshock when compared with

Cshock. Creatininemia rapidly and significantly increased in

dbshock. By contrast, Cshock mice showed no significant increase

in creatininemia (Fig. 2). In dbshock, urine output was lower after

shock, and inulin clearance revealed a lower GFR when com-

pared with Cshock (Table 1). At H6, KIM-1 mRNA was sig-

nificantly increased (P G 0.05) in both shocked populations

when compared with their respective sham. Moreover, KIM-1

was significantly higher in dbshock mice than Cshock mice. The

dbshock mice displayed AKI lesions: vacuolization, cellular

fragments, and intratubular casts. These lesions prevailed in the

outer medulla (Figs. 1 and 3). On the contrary, no lesions were

observed in Cshock mice.

Renal hypoxia in diabetic mice at baseline and post-HS

Before shock, an increase in HIF-1! mRNA expression was

observed in kidneys from diabetic mice when compared with

Csham (P G 0.05). At H6, this overexpression was increased in

both shock groups when compared with their respective

shams (P G 0.05) (Fig. 3). Vascular endothelial growth factor

receptors 1 and 2 mRNAs were increased in dbsham compared

with Csham. Shock induced both VEGFR-1 and VEGFR-2

mRNA underexpression 6 h after HS. In dbshock, both VEGFR-1

and VEGFR-2 were decreased to a lesser extent than in

Cshock (Fig. 4).

iNOS and eNOS mRNA expression in diabetic shock mice

At baseline, no significant difference was observed in

eNOS mRNA expression between control, Csham, and dbsham.

In dbshock, there was a major overexpression of eNOS mRNA

compared with Cshock (P G 0.01) and dbsham mice (P G 0.05).

The expression of iNOS mRNA was significantly increased

in Cshock and dbshock mice (P G 0.01). Moreover, iNOS

mRNA overexpression was five times higher in dbshock than

in Cshock (P G 0.05) (Fig. 4).

DISCUSSION

The ever-increasing prevalence of type 2 diabetes has

increased the scientific and medical interest in this disease and

its numerous complications. Diabetic nephropathy affects

20% of dialysis patients (1, 12). Diabetic patients are believed

to be more prone to kidney aggressions. Using a model of

AKI based on hypotension, our main objective was to deter-

mine whether type 2 diabetes was associated with aggravated

renal impact. The early decrease in GFR, along with the increase

in creatinemia and histological findings (de-epithelialization,

intratubular casts in outer medulla, etc.), underlined the se-

verity of AKI in diabetic mice. Urine output, which was lower

after shock, was also lower in diabetic mice. Kidney induc-

tible molecule 1 is a phosphatidylserine receptor, and its

expression on epithelial cell surfaces was shown to be

markedly upregulated during tubular injury (13). In our study,

KIM-1 was markedly upregulated during tubular injury in

both shocked groups, as previously shown. However, diabetic

shocked mice exhibited overexpression of KIM-1 in com-

parison with control shocked mice. Taken together, these

observations demonstrated that the impact of AKI following

HS in type 2 diabetic mice was more severe.

The role of hypoxia in the development of diabetic CKD

appears critical and constitutes a subject of increasing interest

FIG. 1. A, H6 lactates in dbshock and Cshock and in their respective shams. B, H6 creatininemia was rapidly and significantly increased in dbshock. Cshock

mice did not show significant increase in creatininemia. C, Renal medulla AKI score. D, Kidney-inductible molecule 1 mRNA. All data are expressed as box plot.
*P G 0.0125, Mann-Whitney test.

FIG. 2. Hematoxylin-eosin coloration of kidney sections (�400) of (A) dbsham, (B) dbshock, (C) Csham, and (D) Cshock mice. *Mesangial proliferation,
§intratubular casts, #cell vacuolizations, +desepithelialization.
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(8, 14). Hypoxic inducible factor 1! is a recognized marker of

tissular hypoxia and has already been used to evaluate renal

hypoxia (8, 15). As a transcription factor, HIF-1! is involved in

the expression of genes implicated in hypoxia and adaptation

(VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, heme oxygenase 1, and eryth-

ropoietin) (16, 17). The injection of iodine-based contrast

products has been shown to provoke an early rise (1 hour after

injection) in HIF-1! expression and pimonidazole immunos-

taining in diabetic rats (streptozotocin) (8). In our work, dbsham

mice exhibited an increase in renal expression of mRNA of

HIF-1! and pimonidazole staining, confirming the hypoxic

impact of diabetes mellitus in diabetic mouse kidneys, even in

the absence of any acute injury. Moreover, in dbshock mice,

hypoxia was more severe than in Cshock ones, as reflected by an

increase in blood lactates, pimonidazole staining, and HIF-1!
quantification.

Among the molecular systems involved in hypoxia adapta-

tion, VEGF is a growth factor and major regulator of angio-

genesis. It binds to two tyrosine-kinase receptors: VEGFR-1 and

VEGFR-2. Vascular endothelial growth factor receptor 2 is

responsible for the transduction of the majority of the signals

related to vascular angiogenesis and permeability. Kidney

overexpression of VEGF and VEGFR-2 has been reported to

occur some weeks after diabetes induction (18). Another tyro-

sine kinase receptor, Tie-2, has been shown to be highly

expressed in endothelial cells and is crucial to angiogenesis and

vascular maintenance (19, 20). In this investigation, VEGFR-1,

whose expression is regulated by HIF, was increased in diabetic

mice (dbsham) independently of HS, whereas VEGFR-2 was not

altered. In dbshock mice, renal expression of VEGFR-1,

VEGFR-2, and Tie-2 was decreased to a lesser extent than in

Cshock mice. Such a decrease following AKI has been described

in recent works and could be critical to the mechanism leading

to reduction in vascular density following AKI (21, 22). We

suggest that the slightest decrease in expression of VEGFR and

Tie-2 in diabetic mice could be the consequence of hypoxic

preconditioning. In our opinion, this finding should motivate

researchers to investigate the long-term consequences of HS-

based AKI on tubulointerstitial capillary rarefaction (23).

Given that hypoxia directly interferes with the endothelial

regulation of renal hemodynamics, we have effectively studied

NOS expression (24). Three NOS isoforms are expressed in the

kidney, namely, eNOS, neuronal NOS, and calcium-independent

iNOS. We focused on renal expression of eNOS and iNOS.

Invalidation of eNOS in mice has been reported in association

with a worsening of diabetic kidney disease (25). In our work, we

observed no significant difference in baseline NOS expression

between diabetic and nondiabetic mice. Nevertheless, during

statistical analysis, a minimal difference between sham groups

may have been overwhelmed by the order of magnitude of

changes following shock. Indeed, mRNA expression of these

two enzymes was considerably increased in dbshock mice. A

model of ischemia-reperfusion in rats has shown endothelial

dysfunction to play a significant role in ischemic AKI (26).

The iNOS enzyme, overexpressed during tissular aggression,

may be increased in hypoxia conditions. This results in a

poorly regulated overproduction of nitric oxide for a pro-

longed period. Previous studies have shown that HS is asso-

ciated with an overexpression of iNOS, contributing to this

potentially deleterious prolonged nitric oxide production

(27Y29). This overexpression of eNOS and iNOS mRNA in

dbshock could thus be a marker of the severity of endothelial

dysfunction.

The point of this study is to provide a first assessment of the

role of preexisting type 2 diabetes in the renal impact of exper-

imental AKI. This work presents several limitations. First, we

did not perform multiorgan analysis to account for variability in

organ-specific endothelial responses to HS (24) and determine

specific renal impact. However, kidney failure remains a key

prognostic marker in shock of any type. Moreover, the lack of a

treated diabetic group, using insulin, for example, is notable.

This was due to the impossibility of efficiently and safely cor-

recting glycemia in db/db mice during and after the procedure.

Nevertheless, we have chosen this model of diabetes for two

reasons: (a) type 2 diabetes is the most prevalent in humans, and

(b) distinguishing between the impact of AKI and direct strep-

tozotocin tubular toxicity would have been difficult when using

the standard model of chemically induced type 1 diabetes in

FIG. 3. A, At H6, HIF-1! mRNA expression. Hypoxic exogenous marker pimonidazole immunostaining in (B) Csham, (C) Cshock, (D) dbsham, and (E) dbshock
mice. Data are expressed as box plot. *P G 0.0125, Mann-Whitney test.

FIG. 4. mRNA quantification of (A) VEGFR-1, (B) VEGFR-2 mRNA, (C) Tie-2, (E) iNOS, and (F) eNOS. Data are expressed as box plot. *P G 0.0125, Mann-
Whitney test.
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mice (30). According to recent literature, one might hypothesize

that preexisting hypoxia could contribute to the modification of

endothelial and tissular responses to AKI. Such a hypothesis

remains to be confirmed.

In conclusion, this study indicates that the renal impact of

HS is more severe in type 2 diabetic mice than in nondiabetic

ones. This worsening of AKI was associated with preexisting

hypoxic signaling and differential hypoxic responses in dia-

betic mice.
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V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
 

Ce travail nous a permis, dans un premier temps, de mettre au point un modèle 

d’agression rénale aiguë par choc hémorragique contrôlé chez la souris. Pour effectuer 

l’exploration de ce nouveau modèle, nous nous sommes intéressés à en décrire l’impact 

rénal à trois niveaux complémentaires : moléculaire, fonctionnel et morphologique. 

Trois semaines après la procédure, les souris conservent des signes d’un impact 

fonctionnel (troubles de la concentration des urines et de la réabsorption sodée) et 

morphologique (séquelle fibreuse) (manuscrit n°1). Par la suite, nous nous sommes 

appliqués à décrire les particularités de l’impact de ce modèle dans une population 

murine sensibilisée par un diabète de type II. Nous avons ainsi observé, chez les souris 

diabétiques, que l’existence d’une hypoxie tissulaire rénale préalable à toute agression 

est associée à un impact plus sévère du choc associé avec une réponse modifiée à 

l’hypoxie (manuscrit n°2).  

Les résultats décrits ci-dessus représentent une partie du travail scientifique réalisé au 

cours de ma préparation à cette soutenance. Quatre autres centres d’intérêts ont été par 

ailleurs développés dans la continuité de ceux déjà cités.  

Nous nous sommes en premier lieu attachés à simplifier et fiabiliser l’exploration du 

DFG chez la souris en étudiant la pertinence de la cystatine C comme marqueur 

d’estimation du DFG chez la souris. Cette note technique a été placée en annexe 

précédée par une brève revue générale sur le sujet (annexe n°1/ chapitre VI/ 

manuscrit n°3). 

En association avec le Dr Stanislas Faguer (I2MC, équipe 12), nous nous sommes 

également intéressés à la réparation épithéliale tubulaire rénale dans les suites de son 

agression en nous concentrant sur le facteur de transcription Hepatocyte Nuclear Factor 
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1-β (HNF1-β). En utilisant notre modèle d’agression rénale et des analyses in vitro 

nous avons pu aboutir à trois conclusions : 1) le facteur de transcription HNF1-β est 

finement régulé dans les suites d’une agression rénale aiguë hypoxique et participe à la 

réparation épithéliale ; 2) sa régulation par l’hypoxie est HIF indépendante ; 3) trois 

semaines après le choc hémorragique, les anomalies fonctionnelles tubulaires sont 

associées à des anomalies d’expression génique du complexe de la mégaline, étayant la 

persistance d’un impact tubulaire rénal. Ce travail n’a pas été intégré à ce manuscrit, 

car il a été porté principalement par le Dr Faguer (soutenance de Thèse d’Université, 

décembre 2012). Il fait l’objet d’une publication en cours de soumission (annexe n°2/ 

manuscrit n°4). 

Une autre perspective de recherche a été axée sur la pharmaco-protection 

hémodynamique rénale et systémique, au sein d’une population murine spécifique non 

diabétique, dans les suites d’une agression hypovolémique (M2R du Dr Hélène 

Charbonneau). Les résultats ne sont pas présentés dans ce manuscrit car ils font l’objet 

d’une analyse en vue d’un dépôt de brevet scientifique par la société Inserm 

Transfert™ et sont donc soumis à confidentialité.  

En dernier lieu, pour continuer à approfondir notre compréhension de ce nouveau 

modèle, nous nous sommes concentrés sur l’impact rénal tardif du choc hémorragique 

(délai de 5 mois). L’objectif de ce travail est de préciser si les séquelles moléculaires, 

fonctionnelles et morphologiques visualisées trois semaines après le choc sont 

cicatricielles ou si elles réalisent le lit d’une MRC. L’analyse des mécanismes 

impliqués dans cette évolution se concentrera sur les rôles respectifs des facteurs de 

croissance vasculaires et épithéliaux et de l’hypoxie chronique. Les résultats sont en 

cours d’analyse et n’ont pu être inclus dans ce manuscrit.  
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 En plus de ces expérimentations, il sera intéressant de préciser l’impact glomérulaire 

et vasculaire rénal du choc hémorragique, deux composantes essentielles, que nous 

n’avons pas encore explorées. L’analyse de l’impact vasculaire pourra être débutée par 

une mise en évidence des variations de perfusion rénale par une imagerie doppler in 

situ couplée à une étude dynamique in vivo de l’oxygénation tissulaire. Une analyse des 

conséquences glomérulaires, structure rénale essentielle, devra également être menée. 

Nous pourrons nous intéresser, en particulier, à l’Heparin-Binding Epidermal Growth 

Factor-like Growth Factor, exprimé principalement par les podocytes et dont le rôle 

essentiel dans la sévérité de l’atteinte glomérulaire a été récemment mis en évidence 

dans un autre cadre d’agression rénale aiguë : la glomérulonéphrite rapidement 

progressive
375

. Enfin, il sera indispensable de préciser l’impact multi-organique de 

notre modèle. Les rôles de l’inflammation et de l’atteinte endothéliale dans la 

pathogénie d’une éventuelle défaillance multi-organique  devront ainsi être précisés.  
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VI. ANNEXES 
 

A. Note technique : validation d’un marqueur d’estimation du DGF 

chez la souris 

 

L’expérimentation animale dans le domaine de l’agression rénale nécessite une 

utilisation fréquente de marqueurs d’estimation du DFG (peu fiables) ou la réalisation 

de clearance de l’inuline pour le mesurer (procédure contraignante). Nous nous 

sommes donc attachés à évaluer l’intérêt de la cystatine C chez la souris afin 

d’améliorer la validité et de simplifier l’estimation du DFG. 

1. Généralités chez l’humain : mesure et estimation du DFG, place de 

la cystatine C 

a) Mesure et estimation du DFG chez l’humain : généralités 

L’insuffisance rénale est définie par une diminution du DFG. Chez l’humain, la 

mesure du DFG est réalisée selon une méthode de référence : la détermination de la 

clairance rénale d’une substance librement filtrée par le rein, non réabsorbée, non 

sécrétée ni dégradée par les tubules rénaux. Le marqueur historique est l’inuline, un 

polymère inerte du fructose de 5,2 kDa, mais l’EDTA (acide éthylène diamine tétra-

acétique) est également utilisé après marquage par un radio-isotope (Cr
51

 ou Tc
99m

)
376

. 

La réalisation de ces explorations fonctionnelles rénales est contraignante et s’effectue 

au sein de structures spécialisées car elle requiert une expertise particulière. Cette 

mesure de référence n’est donc pas adaptée au dépistage ni à l’évaluation de la filtration 

glomérulaire en routine. L’évaluation du DFG est ainsi, le plus souvent, obtenue par la 

mesure de la clairance rénale d’un traceur endogène imparfait à l’aide de formules 

mathématiques incluant des données démographiques et biométriques propres au 
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patient 
377

. Les plus fréquemment utilisées sont les formules basées sur le dosage de la 

créatinine telles que celles de Cockcroft et Gault  (qui varie avec l’âge, le poids et la 

créatininémie) et le MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) simplifiée (fonction 

de l’âge et de la créatininémie) ou complet (idem + urée et albumine sanguines)
377

. La 

valeur prédictive individuelle de ces formules chez l’homme reste imparfaite, 

principalement parce que la créatinine est sécrétée de façon variable, par le tubule 

proximal, mais aussi parce que son dosage est d’une fiabilité médiocre pour des 

concentrations faibles en routine. Pour cette raison, la recherche de nouveaux 

marqueurs endogènes de filtration glomérulaire continue, avec actuellement une 

attention particulière pour la cystatine C plasmatique. 

b) Intérêt de la cystatine C 

(1) Cystatine C : rappel physiologique et intérêt pour 

estimer le DFG chez l’humain 

Récemment, la cystatine C a émergé comme un marqueur d’estimation du DFG 

potentiellement plus sensible et plus spécifique que la créatinine plasmatique chez 

l’humain. La cystatine C est un polypeptide (PM 13,59 kDa) appartenant à la 

superfamille des cystéines protéases (Figure 13). L’ARNm de la cystatine C est 

retrouvé dans toutes les cellules nucléées de l’organisme et son expression est 

faiblement régulée, ce qui la fait considérer comme un gène de ménage
378

. Plusieurs 

études ont montré qu’elle est librement filtrée et quasiment intégralement réabsorbée et 

catabolisée au niveau du tube contourné proximal. De plus, il n’existe pas de preuve de 

sécrétion tubulaire de cystatine C, contrairement à la créatinine. Ainsi, sa concentration 

plasmatique est considérée comme presque exclusivement influencée par la masse des 

cellules nucléées qui la produisent et le DFG
379-381

: Cette relation peut s’exprimer 

ainsi : plus le DFG diminue, plus sa concentration plasmatique augmente. Il semble 
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toutefois que sa synthèse soit modifiée en situation d’hypo-métabolisme ou d’hyper-

métabolisme en particulier dans les dysthyroïdies ou l’utilisation de cortico-stéroïdes
382-

383
. Des études épidémiologiques ont également suggéré que l’âge, le BMI, le sexe, 

l’albuminémie, le diabète ou la protéine C réactive (CRP) pouvaient augmenter la 

cystatine C indépendamment du DFG
384-385

. Il semble néanmoins que sa valeur soit 

indépendante du régime alimentaire et probablement de l’inflammation
386-389

.  

En situation chronique, la cystatine C plasmatique est d’autant mieux corrélée au 

DFG chez l’humain qu’elle est intégrée dans une formule multiparamétrique incluant 

des caractères biométriques, et surtout la créatininémie telles que celles proposées par 

Hoek, Larson, Stevens ou récemment Inker
385, 390-392

. Inker et al. ont ainsi récemment 

montré que son association avec la créatininémie permet d’obtenir l’estimation la plus 

fiable connue à ce jour
390

. En conclusion, de nombreux arguments laissent envisager 

que la cystatine C est supérieure à la créatininémie en tant que marqueur d’estimation 

du DFG chez l’humain, néanmoins ceci reste encore à démontrer
393

. 

 

 

       Figure 13 : Formule moléculaire de la cystatine C 
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(2) Intérêt de la cystatine C plasmatique dans l’IRA 

La cystatine C présente un volume de distribution plus petit et une demi-vie 

plasmatique moindre que celles de la créatininémie, ce qui devrait en faire un meilleur 

marqueur du DFG en situation aiguë. La cystatine C a été évaluée dans plusieurs études 

en comparaison à la créatininémie
394-396

. Certains travaux basés sur la néphropathie des 

produits de contraste iodés n’ont pas mis en évidence de supériorité patente de la 

cystatine C sur la créatininémie. Toutefois, les travaux de Kim et al. laissent envisager 

une possible interférence technique intervenant dans le dosage de la cystatine C liée à la 

N acétyl-cystéine ou au produit de contraste
397

. Pourtant, dans la même situation 

pathologique, Briguori et al. ont conclu que l’association d’une augmentation de 10% et 

d’une augmentation de 3 mg/l de la cystatine C est un facteur de mauvais pronostic plus 

performant que la créatininémie seule
398

. En parallèle, la cystatinémie C permet de 

diagnostiquer plus précocement (24-48 heures) une IRA en réanimation
399

. De même, 

en chirurgie cardiaque pédiatrique, la valeur de cystatine C sanguine six heures après la 

chirurgie semble permettre de prédire l’apparition d’une IRA de stade 1 ou 2 de la 

classification AKIN. De plus, dans ce travail, la cystatinémie C prédit la durée de 

ventilation et la durée de séjour en réanimation
400

. Ceci a été également en partie 

confirmé chez l’adulte
401

. Dans un travail récent de cardiologie interventionnelle, la 

cystatine C présente un meilleur pouvoir discriminant, un meilleur index de Youden et 

une meilleure précision pour diagnostiquer l’insuffisance rénale lorsqu’elle était 

comparée à plusieurs autres biomarqueurs
402

.  

Cependant, ces résultats ne sont pas constants et certains auteurs ont rapporté des 

conclusions différentes. En terme pronostic, le travail de Perianayagam et al. n’a pas 

révélé de supériorité de la cystatine C en tant que facteur prédictif de mortalité ou de 

nécessité de suppléance rénale, en comparaison à la diurèse ou à la créatininémie
403

. 
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Pour Wald et al., son intérêt pronostic post chirurgie cardiaque apparait faible
395

. De 

même, récemment, Slort et al. n’ont pas retrouvé, au sein d’une population de 

transplantés rénaux pédiatriques, une valeur prédictive de la cystatinémie C supérieure 

à celle de la créatininémie
404

. Ceci a également été constaté dans plusieurs travaux de 

réanimation, en particulier dans les situations d’IRA post-rénale (résultats confirmés in 

vivo chez le rat), durant lesquelles une importante dissociation entre la créatininémie et 

la cystatinémie a été révélée. Cette dernière semble sous-estimer l’intensité de l’IRA 

dans cette situation
405-407

. 

Il est en réalité difficile d’évaluer précisément la validité de tous les marqueurs 

d’estimation du DFG en situation aiguë car, par définition, les situations d’IRA sont 

instables et rendent l’ensemble des techniques d’estimation du DFG difficilement 

interprétables. 

La cystatine C semble donc être un marqueur d’estimation du DFG intéressant en 

situation aiguë, mais sa pertinence nécessite encore davantage d’évaluations. Ce 

constat, associé au coût du dosage rend actuellement inenvisageable de considérer la 

cystatine C comme le marqueur universel d’estimation du DFG en situation d’IRA. 

(3) Intérêt de la cystatine C urinaire comme marqueur de 

lésion tubulaire 

La cystatine C est librement filtrée par le glomérule puis est, en situation 

physiologique, intégralement réabsorbée et métabolisée au niveau tubulaire
379

. En 

conséquence, la présence de cystatine C urinaire a été proposée comme un marqueur 

potentiel de dysfonctionnement tubulaire proximal. Plusieurs travaux ont appuyé cette 

hypothèse. 

En situation chronique la cystatine C pourrait être un marqueur précoce d’atteinte 

tubulaire chez les patients diabétiques de type II non protéinuriques
408

. Sa pertinence 
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comme modalité de dépistage de la toxicité tubulaire proximale (syndrome de Fanconi) 

par ténofovir a été mise en évidence par notre équipe
409

. 

En situation aiguë, la cystatine C urinaire est prédictive de la nécessité de dialyse chez 

les patients en IRA deux jours avant la réduction de la clearance de la créatinine avec 

une AUC modeste de 0,72
406

. La concentration urinaire de cystatine C semble corrélée 

à l’intensité de la nécrose tubulaire en chirurgie cardiaque
410-411

. Six heures après la 

chirurgie, une augmentation du taux de cystatinurie est corrélée à l’apparition d’une 

IRA. En cas de lésions tubulaires, l’augmentation de son excrétion urinaire peut aller 

jusqu’à 200 fois la normale et semble corrélée à l’intensité de l’IRA
412-413

. 

Ainsi, la cystatinurie reflète la dysfonction tubulaire chez les patients les plus 

sévèrement agressés et pourrait être un facteur prédictif de sévérité
413-415

. 

c) Dosage de la cystatine C 

Les techniques de dosage de la cystatine C les plus utilisées sont la néphélémétrie, 

la turbidimétrie et la méthode immuno-enzymatique (ELISA). Le principal problème 

chez l’humain est la forte variation intra et inter-essais. Récemment l’International 

Federation of Clinical Chemists (IFCC) a publié des référentiels afin d’en standardiser 

le dosage
416-417

. 

Plusieurs techniques de dosage sont disponibles chez l’humain. La technique dite 

Particle-Enhanced Nephelemetry  Immunoassay (PENIA), basée sur la quantification 

par néphélémétrie mise au point par Siemens™ est la première à avoir bénéficié d’une 

autorisation par l’administration américaine FDA (Food and Drugs Administration)
418-

419
. En parallèle, des techniques de dosage basées sur la turbidimétrie, dénommées 

Particle-Enhanced Turbidimetric Immunoassay (PETIA), ont été développées par 

d’autres laboratoires (Roche™, Genzyme™). Elles ont l’intérêt d’être réalisables sur 

des automates multifonctions de laboratoire et de nécessiter un volume d’échantillon 
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inférieur
420-422

 . Une autre méthode est développée par Tosoh™ selon une technique de 

quantification par fluorescence faisant suite à une double réaction immunologique. 

Néanmoins, comme la technique PENIA, elle nécessite un appareillage spécifique
416

. 

La valeur de ces dosages semble être relativement comparable et ils bénéficient tous de 

l’autorisation de dosage par la FDA. Un test ELISA est également disponible depuis 

plus de 20 ans
423

. De nombreuses autres techniques de dosage sont encore au stade du 

développement et/ou de la validation expérimentale
424-425

. 

2. Etats des lieux de la cystatine C comme marqueur d’estimation du 

DFG chez la souris 

a) Limites des marqueurs et techniques actuelles 

(1)  Place des marqueurs d’estimation historique du DFG 

Nous avons déjà souligné que la recherche médicale nécessite fréquemment de 

recourir à des études in vivo chez l’animal, en particulier chez le muridé. Chez la souris, 

la mesure de la fonction rénale par la technique de référence présente les mêmes 

difficultés de réalisation que chez l’humain et demande une expertise encore plus 

grande. Ainsi, le diagnostic d’insuffisance rénale est fréquemment effectué chez le 

muridé au moyen de marqueurs biologiques « historiques » d’estimation du DGF 

(créatininémie et urée sanguine). Différents travaux ont pourtant souligné les limites de 

spécificité et de sensibilité de l’urée sanguine et de la créatininémie. Ainsi Meyer et al. 

ont montré que l’utilisation de la créatininémie plasmatique, mesurée par la méthode de 

Jaffé, aboutit à une surestimation de la valeur de la créatininémie en comparaison à 

celle mesurée par chromatographie liquide à haute performance (HPLC)
426

. La présence 

de nombreux facteurs chromatogènes interférant avec le dosage chez la souris en est la 

raison principale
426

. De plus, l’utilisation de la clearance de la créatinine (malgré 
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l’utilisation de la technique HPLC) pourrait être prise à défaut du fait d’une sécrétion 

tubulaire de créatinine beaucoup plus importante chez la souris que chez l’homme : elle 

peut, en effet, atteindre 35 à 50% de la valeur totale de créatinine dans les urines
427

.  

(2) Techniques de mesure du DFG 

La méthode de référence chez la souris reste la clearance de l’inuline
428

. 

Contrairement à l’humain, la mise en œuvre de cette méthode chez la souris nécessite 

idéalement une anesthésie générale afin d’effectuer un recueil urinaire et une perfusion 

continue d’inuline de qualité. Il est évident que cette anesthésie modifie le DFG. 

Certains auteurs ont récemment proposé de réaliser ces explorations chez des souris 

conscientes pour s’affranchir des modifications hémodynamiques inhérentes à 

l’anesthésie. En fait, ces méthodes nécessitent tout de même une anesthésie pour mettre 

en place le cathéter ou les pompes d’injection continue d’inuline puis une surveillance 

prolongée des souris en cage métabolique
429

. Ces procédures ne résolvent donc que 

partiellement les limites de cette méthode de mesure et en alourdissent la mise en 

œuvre. Ainsi Stechman et al. ont évalué à un minimum de 3 jours le délai au-delà 

duquel la souris peut être considérée comme « acclimatée » à la cage métabolique. En 

effet, durant les trois premiers jours, les souris présentent une diminution de 5 à 10% de 

leur poids corporel, de leur prise alimentaire et de leur diurèse
430

. Qi et al., dans le 

travail cité ci-dessus, décrivant l’utilisation de pompes d’injection continue d’inuline, 

ont effectué le recueil urinaire sept jours après la mise en cage métabolique pour 

s’affranchir de ce biais
429

. Ceci disqualifie néanmoins cette technique pour une analyse 

séquentielle de la fonction rénale chez un même animal et/ou pour une analyse de la 

fonction rénale en situation aiguë. 

Des techniques de mesure de la clearance plasmatique de l’inuline ont également 

été proposées pour s’affranchir du recueil urinaire (nous décrivons cette technique dans 
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le manuscrit n°2) : néanmoins cette analyse nécessite plusieurs prélèvements et donc 

une déplétion sanguine qui rend cette technique incompatible avec une exploration 

séquentielle de la fonction rénale chez un même animal
431-432

. 

b) Cystatine C et souris : que savons-nous ? 

Chez la souris, une seule étude s’est intéressée à la corrélation de la cystatinémie 

avec la créatininémie : Song S et al. ont montré, dans un modèle d’IRA par réduction 

néphronique, que la cystatine C plasmatique est un marqueur plus sensible que la 

créatininémie pour dépister une IRA
433

. De rares travaux ont, par la suite, utilisé la 

cystatine C plasmatique comme marqueur d’estimation du DFG chez la souris mais 

sans en analyser la pertinence. Les techniques de dosage utilisées dans ces études sont 

variables : soit par PENIA, soit par une technique non précisée, ou bien, le plus souvent 

par la technique ELISA
434-438

. Or, la participation d’une réaction immunologique à ces 

techniques de dosage rend nécessaire leur évaluation préalable en cas de changement 

d’espèce en raison de l’immuno-spécificité de nombreux Ac monoclonaux. Cette 

évaluation est d’autant plus nécessaire que ce particularisme d’espèce a déjà été mis en 

évidence dans le cadre du dosage de la cystatine C chez le chat. En effet, malgré une 

forte concordance de la séquence d’acides aminés de la cystatine C, le dosage de 

cystatine C ne semble pas réalisable chez cet animal avec les anticorps décrits pour 

l’humain (contrairement au chien et au rat)
439

. A notre connaissance, il n’existe aucune 

encore étude de corrélation disponible chez le muridé entre la cystatinémie C et le DFG 

mesuré par une technique « gold standard », telle que la clairance de l’inuline. 
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3. Travail personnel 

 

Introduction au travail personnel 

L’objectif de cette partie de notre travail était d’étudier, chez la souris, la corrélation 

entre la clairance de l’inuline sanguine et la cystatine C afin d’étudier son intérêt en tant 

que marqueur d’estimation du DFG. Nous avons donc dosé différents marqueurs 

plasmatiques d’estimation du DFG : la cystatine C (techniques PETIA humaine et 

ELISA spécifique de la souris), la créatinine (techniques colorimétrique de Jaffé et 

immunoenzymatique) et l’urée chez 80 souris contrôles ou présentant une IRC. Nous 

avons analysé la corrélation du DFG estimé par ces dosages avec celui mesuré par la 

clearance de l’inuline au même instant. La cystatine C (ELISA) et la créatinine 

(immunoenzymatique) présentent la meilleure corrélation avec le DFG mesuré. La 

cystatine C (ELISA) semble le marqueur le plus performant. Par contre, ni l’urée, ni la 

créatininémie (colorimétrique Jaffé), ni la cystatine C (PETIA) ne sont correctement 

corrélées avec le DFG mesuré.  

Ces résultats mettent en évidence : 1) l’intérêt de la cystatine C (ELISA) comme 

marqueur d’estimation du DFG chez la souris ; 2) l’importance de l’utilisation d’un 

anticorps spécifique à l’espèce pour doser la cystatine C chez la souris car l’anticorps 

utilisé dans la technique PETIA semble présenter une cross réactivité insuffisante avec 

la cystatine C de la souris ; 3) la mauvaise corrélation de l’urée et de la créatininémie 

(colorimétrique Jaffé) avec le DFG mesuré chez la souris doit inciter à abandonner 

définitivement ces méthodes d’évaluation du DFG dans  ce modèle animal.  
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Abstract: 

 
In mice, the measure of glomerular filtration rate (GFR) by exogenous inulin or EDTA

Cr51
 

clearance is complex and historical markers of GFR present serious flaws. Cystatin C is a valid 

marker of GFR in human but its relevance, in mice, is unknown. We prospectively compared 

cystatin C (PETIA and ELISA), creatinin (Jaffé and immuno-enzymatic assays) and urea to GFR, 

measured by inulin clearance, in a population of C57Bl/6 mice. Correlation was significant for 

PETIA cystatin C (r Spearman=-0.76, p<0.05) and immunoenzymatic creatininemia (r Spearman 

-0.62; p<0.05). Correlation was low for urea and absent for PETIA cystatin C and Jaffé 

creatininemia. Our results suggest that ELISA cystatin C, but not PETIA, is better correlated to 

GFR in mice than immuno enzymatic creatininemia and could be an interesting GFR marker. 

Conversely, in this study, Jaffé creatininemia and urea were non relevant. 
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Introduction: 

 
In mice, determination of the glomerular filtration rate (GFR) is ideally performed by measuring 

the renal clearance of exogenous markers such as inulin and EDTA
Cr51

. In mice, this technic 

present some shortcomings: a certain field of expertise, a prolonged time of procedure and animal 

anesthesia or sacrifice. Thus, for years, the follow up of renal function or its determination is 

frequently based on the dosage of blood markers, such as blood creatinin and urea. However, 

various works have underlined the limitations of these markers, mostly because of assays 

imprecision, or extrarenal influences.
1
 Moreover, the use of creatinin clearance in order to 

estimate GFR could be disappointing because of the high tubular secretion of creatinin in mice 

(up to 35 to 50% of the total value).
2
 As a consequence and despite recent technical advances,

3-4
 a 

reliable and easy to use endogenous marker of GFR is still lacking in mice. 

For more than 15 years, cystatin C has appeared as a marker of GFR potentially more efficient 

than creatinin.
5
 In mice, only few data are available regarding the interest of blood cystatin C 

dosage as a way to estimate GFR. Song S and coll. have recently shown in a model of partial 

nephrectomy that cystatin C was more sensitive than creatinin in order to detect acute renal 

failure.
6
 However, the interest to use plasma cystatin C in order to efficiently estimate GFR 

remains to be validated using a gold standard method. 

 

 

Material and methods 
 

Mice population 

 
C57Bl/6 wild type mice were obtained from Harlan™. Animal experimentations were performed 

according to national and institutional animal care and ethical guidelines and were approved by 

local board. Male or female C67Bl/6 mice, aged between 16 and 40 weeks, were subjected to 

various kidney injuries or analyzed as controls. Chronic renal failure was obtained by partial 
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bilateral nephrectomy or unilateral nephrectomy. Analysis of renal function was performed at 

least 15 days after initial procedure. 

 

Renal function studies 

Measured GFR (mGFR) was assessed by inulin clearance as previously described.
7
 Briefly, mice 

were anesthetized with a single intra-peritoneal injection of 150 mg/kg sodium thiobutabarbital 

(Inactine
®

, Sigma-Aldrich™) and anaesthesia was maintained using intravenous infusion (0.83 

mg/kg/min) of sodic thiopenthal (penthothal®, Mayne Pharma™). After tracheotomy, the left 

jugular vein and femoral artery were cannulated in order to perfuse inulin and to monitor arterial 

blood pressure, respectively. Urine was collected through an intravesical catheter inserted after 

minimal laparotomy incision. After surgery, mice were allowed to recover for 30 minutes. Then, 

mGFR was determined over a 60-min clearance period. Inulin levels in plasma and urine samples 

were determined by enzymatic quantification of fructose (Enzytec D-Glucose/Fructose kit, r-

biopharm
®

) on a Pentra 400 analyzer (Horiba Medical
®

) after a one hour 37°c incubation of the 

samples with inulinase. 

 

Cystatin C assay 

Cystatin C was determined on plasma samples at the time of sacrifice. Two different techniques 

were used: 1) a fully automated particle-enhanced turbidimetric assay (PETIA) on undiluted 

samples using a clinical commercial kit (DakoCytomation
®

) and performed on the Pentra 400 

instrument (Horiba Medical
®

). To allow the capability of this assay to measure Cystatin C at the 

expected range of blood mice, two modifications were done compared to the manufacturer’s 

recommendations: sample volume was enhanced (from 10 to 50 µl) and calibration curve was 

performed with the commercial standard diluted at 1:10, ensuring a final linear range of the 

modified PETIA assay between 0.04 to 0.75 mg/l; 2) an ELISA method using a mouse specific 

kit (Cystatin C mouse Elisa kit, Biovendor
®

) performed on 1:500 plasma dilution samples. 
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Creatininemia and uremia quantification 

Plasma creatinine was determined by two different methods: 1) a classic modified kinetic Jaffe 

reaction (Creatinine 120 CP, Horiba Medical
®

) and; 2) an enzymatic colorimetric assay using an 

ID-MS traceable calibration (Creatinine Enzymatic, Beckman Coulter). Blood nitrogen was 

measured by the urease-GLDH enzymatic UV method (Urea CP, Horiba Medical
®

). All these 

tests were performed on the the Pentra 400 analyzer (Horiba Medical
®

). 

 

Statistical analysis 

Spearman correlation tests, regression curves and calculation of estimated GFR (EGFR) by 

plasma cystatin C were performed using Statview
® 

(SAS Institute Inc™). Plot of Bland-Altman 

and figures were realized on Graph Pad Prism 4
®

 (Graph pad software Inc™). 

 

Results 

A first analysis was performed on 41 mice: urea, immunoenzymatic creatininemia and ELISA 

cystatin C were significantly correlated to mGFR. Neither PETIA Cystatin C (data not shown), 

nor Jaffé creatininemia were correlated with mGFR (Figure 1). After this analysis, we focused on 

ELISA cystatin C, immuno enzymatic creatininemia and urea using complementary groups. We 

have collected a total of 80 points of cystatin C and 71 points of creatinin and urea. Urea was 

significantly but weakly correlated to mGFR (rSpearman -0.28, p<0.05) (Figure 1). ELISA 

Cystatin C and creatinin were significantly correlated although cystatin C correlation was tighter 

(rSpearman -0.76 and -0.62, respectively) (Figure 1 and 2). 
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Discussion 

 
In this experimental study in mice, we have shown that ELISA cystatin C and, to a lesser extent, 

immuno-enzymatic creatinin are significantly correlated with mGFR. Conversely, neither blood 

urea, nor Jaffé creatinin, nor PETIA cystatin C are relevant in order to estimate GFR. 

In human, cystatin C has emerged as a marker of GFR.
5
 Indeed, there is no evidence of tubular 

secretion of cystatin C (conversely to creatinin) and its plasma concentration is considered as 

almost exclusively influenced by GFR.
8
 Our results suggest that ELISA Cystatin C correlation 

with mGFR is the strongest of all, but this correlation is however weaker than in human.
9
 Cystatin 

C synthesis or plasma level are, in human, partly dependant of metabolism, thyroid dysfunction, 

age, body mass index, sex, albuminemia and diabetes.
10

 Other bias could exist in mice. Moreover, 

the delay between kidney injuries and dosage could have been insufficient to preclude acute 

change in GFR.
11-12

 Finally, GFR measure in mice presents serious shortcomings: it requires 

anaesthesia, surgical procedure and the measure duration is shorter than in human. As a 

consequence, part of this mild correlation could be explained by the validity of mGFR itself. 

Nevertheless, inulin clearance is routinely performed in various laboratories including ours and,
2
 

despite being imperfect, still stands as a gold standard. Interestingly, this correlation is almost 

equal to that previously described in dogs.
12-13

  

PETIA cystatin C was not correlated with mGFR. Various studies have used plasma cystatin C as 

a GFR marker in mice. PENIA, ELISA, or even unspecified assays were indifferently used in 

these studies. 
6, 14-16

 Commercial reagents, designed for clinical diagnosis, either by PENIA or 

PETIA, are theoretically inappropriate because they use anti human cystatin C protein antibodies, 

without manufacturer’s information about immunological targets nor interspecies cross reactivity 

validation. Nevertheless, some authors used it successfully in rat or dogs.
17

 Given the nearly 

identical mouse and human cystatin C aminoacid identity, the total lack of correlation between 

PETIA and mGFR found in this study suggests that the antibody used in this assay is partially or 
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totally unspecific in mice, a phenomenon probably amplified by the necessary increase in sample 

volume.
18

 Such uncross reactivity has been previously described in cats. 
17

 In our opinion this 

inaccuracy should be enlarged to any polyclonal commercial kit based on human cystatin C: 

authors using such test should systematically performed a validation comparison with a specific 

anti-mice cystatin C ELISA.  

Immuno-enzymatic creatininemia was correlated to mGFR but this correlation was weak. The 

supposed superiority of HPLC on immuno-enzymatic creatinin could explain such discrepancy 

but, in a recent study, Keppler et al. did not show any difference between these two assays.
4
 

Moreover, using Jaffé assay, we do not show any correlation. Indeed, the numerous chromogenic 

factors in mice blood are a major shortcoming of Jaffé assay in mice.
19

 These results confirm 

previous studies highlighting the limitations of creatinin to accurately estimate GFR in mice.
20

 At 

least, the validity of blood urea is weak and, as in human, urea must not be considered as relevant 

in order to estimate GFR.  

In this work, ELISA cystatin C showed a higher correlation with mGFR than immuno-enzymatic 

creatinin. Furthermore, urea, Jaffé creatinin, and PETIA cystatin C were not relevant in order to 

estimate GFR.  
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 Figure 1: A non linear regression and correlation between urea and mGFR; B non linear 

regression and correlation between Jaffé creatinin and mGFR; C linear regression and 

correlation between Jaffé creatinin and enzymatic creatinin; D non linear regression and 

correlation between enzymatic creatinin and mGFR. mGFR: GFR measured by inulin 

clearance. 
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Figure 2: A correlation between ELISA cystatin C and GFR measured by inulin clearance 

(mGFR). B correlation between GFR estimated by cystatin C (eGFR) and mGFR. C Plot of 

Bland-Altman between eGFR by plasma cystatin C and mGFR. 
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Abstract 

Epithelial repair following acute kidney injury (AKI) requires epithelial-mesenchyme-epithelial 

cycling associated with transient re-expression of genes normally expressed during kidney 

development as well as activation of growth factors and cytokine-induced signaling. In normal kidney, 

the Hnf-1β transcription factor drive nephrogenesis, tubulogenesis and epithelial homeostasis through 

the regulation of epithelial planar cell polarity and expression of developmental or tubular segment-

specific genes. In a mouse model of ischemic AKI induced by a 2-hours hemorrhagic shock, we show 

that expression of this factor is tightly regulated in the early phase of renal repair with a biphasic 

expression profile (early down-regulation followed by transient over-expression). These changes are 

associated to tubular epithelial differentiation as assessed by KSP-cadherin and megalin-cubilin 

endocytic complex expression analysis. In addition, early decrease in Hnf1b expression is associated 

with the transient over-expression of one of its main target genes, the suppressor of cytokine signaling 

Socs3, which has been shown essential for renal repair. In vitro, hypoxia induced early up-regulation 

of Hnf-1β from 1 to 24 hours. When prolonged, hypoxia induced Hnf-1β down-regulation while 

normoxia led to Hnf-1β normalization. However induction of the hypoxia-inducible factor if in 

normoxic condition was not associated with Hnf-1β up-regulation suggesting a more complex 

mechanism than a sole direct Hif-1α regulation. Taken together, we showed that Hnf-1β may drive 

recovery from ischemic AKI by regulating both the expression of genes important for homeostasis 

control during organ repair and the state of epithelial cell differentiation.  
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Introduction 

In the general population, acute renal failure (ARF) is noted in 1% of all hospital admissions. 

Hospital-acquired ARF occurs in up to 7% of all hospitalizations. Ischemic acute kidney injury (AKI) 

is the major cause of ARF and is associated with increased mortality in hospitalized populations. .
1
 

Renal pathological changes of ischemic AKI are characterized by changes in proximal tubule 

epithelium. Disruption of the cytoskeleton and the loss of cell polarity result in the loss of the proximal 

tubule brush border,  patchy loss of tubule cells, focal areas of proximal tubular dilatation and distal 

tubular casts. and areas of cellular regeneration characterized by cell proliferation.
2
 Following AKI, 

replacement of lethally injured tubular cells is achieved by a complex reparative process leading to cell 

proliferation. Epithelial-mesenchyme-epithelial cycling allows almost complete recovery of renal 

architecture and renal function in most of the cases.
3
 Tight regulation of this complex process involves 

cell cycle control,
4
 transient re-expression of genes normally expressed during kidney development, 

including Pax2, Notch-2, Wnt4 and Ets-1,
5-8

 and transient activation of growth factors- or cytokine-

induced signaling, including the hepatocyte and epidermal growth factor (HGF/EGF) and the 

interleukine-6 receptor pathways.
9,10

  

During early kidney development, hepatocyte nuclear factor-1β (Hnf-1β) drives nephrogenesis, 

tubulogenesis and epithelial maturation through the regulation of epithelial planar cell polarity and 

expression of developmental or tubular segment-specific genes.
11-13

 Hnf1b is expressed during early 

mouse embryogenesis, especially in the Wolffian duct, the ureteric bud and the metanephric kidney.
14

 

During later stages of kidney development, Hnf1b is expressed in all segments of the nephron, from 

the proximal tubule (PT) to the collecting duct.  Hnf-1β  is a transcription factor that controls the 

expression of a number of genes including Pkhd1, Umod and Socs3.
15, 16

 Hnf-1β acts as a homo- or 

heterodimer with the closely related transcription factor Hnf-1α. The latter is mostly expressed in PT 

cells where it drives cells differentiation.
17

 Antenatal kidney-specific conditional inactivation of Hnf1b 

in mice induces polycystic kidney disease with lethal renal failure around three weeks after birth.
15, 18

 

Some recent studies suggested that Hnf-1β may have a role in epithelial kidney and liver repair.
19, 20

 

Data concerning the role of Hnf-1β in renal repair following AKI are scarce. Interestingly, 

invalidation of Hnf1b after the end of renal development (i.e. after P10 in mouse) is not followed by 

renal changes, except when cells are forced to enter the cell cycle.
19

 In mice with renal specific Hnf1b 

invalidation after P10, ischemic AKI promotes tubular dilatation and cystic kidney disease. Among 

Hnf-1β target genes Socs3 is a key player in epithelial repair following ischemic AKI. Within the first 

hours following ischemic injury, a dramatic increase in the intra-renal expression of Socs3, a 

suppressor of cytokine signaling, induced through an interleukine-6-mediated feedback, has been 

identified.
21

 Reduced Socs3 expression in proximal tubular cells accelerates acute renal failure
22

. In 

addition, it has been demonstrated that Socs3 negatively regulates signaling of various growth factors 
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and cytokines, including EGF, leukemia inhibitor factor, fibroblast growth factor, angiotensin-II and 

insulin-like growth factor-1, all involved in renal repair.
23-26

 

Surprisingly, expression of Hnf1b during early steps of renal repair has not been studied. We 

thus investigated the expression of Hnf1b in parallel with some target genes in an ischemic AKI model. 

We found that Hnf-1β drive recovery from ischemic AKI by regulating both the expression of 

important genes for homeostasis control during PT repair, and the state of epithelial cell differentiation. 

In addition, we deciphered the respective roles of the hypoxia-inducible factor Hif-1α up-regulation 

and low oxygen pressure per se in the regulation of the Hnf1b expression. 
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Results 

Renal expression of Hnf-1β after ischemic AKI in mouse 

In the mouse model of hemorrhagic shock-induced AKI, we demonstrated a significant 

decrease in GFR at 2 and 6 days post shock, followed by complete recovery at day 21.
27

 Changes in 

GFR were associated with typical lesions of AKI up to day 6 , while a complete repair of the tubules 

was observed at day 21. In this model, we now show a significant ~ 50 % decrease in the expression of 

Hnf1b within the first 10 hours post-shock followed by a transient over-expression at 24 hours (Fig.1a). 

The kinetics of Hnf-1β expression was confirmed at protein level (Fig.1b). Consistent with previous 

mouse models using an ischemia/reperfusion (I/R) model to mimic AKI
21,28

, assessment of cell 

proliferation by Pcna mRNA expression  showed a significant increase within the first 10 hours (Fig. 

1c). 

 

Renal expression of Hnf-1β target genes after ischemic AKI in mouse 

Renal expression of Cdh16 (KSP-cadherin), Pkhd1 (Polyductin) and Socs3, three genes 

directly regulated by Hnf-1β, were also assessed. Cdh16 and Pkhd1 are known to be positively 

regulated, while Socs3 is negatively regulated by Hnf-1β.
15, 16

 A significant decrease of Cdh16 and 

Pkhd1 expression was observed 10 hours after the hemorrhagic shock followed by progressive 

normalization until day 21 (Fig. 2a-b). Conversely, the expression of Socs3 (a gene negatively 

regulated by Hnf-1β) displayed a mirror expression profile with Hnf-1β in this model (Fig.2c). These 

results suggest that the expression of Hnf-1β and three of its target genes is tightly regulated during the 

regeneration phase following ischemic AKI in mice. 

 

Renal expression of Hnf1a and proximal tubule markers after ischemic AKI in mouse 

Hnf-1α is involved in epithelial repair in the liver
28

. In addition, Hnf-1α is required for proper 

differentiation of proximal tubule
17

 and acts in homo- or heterodimers with Hnf-1β. We have therefore 

studied its renal expression after ischemic AKI. A significant ~ 50 % decrease in the expression of 

Hnf1a was observed at 10 hours followed by a transient rebound at 48 hours (Fig. 3a). Thus, 

temporally changes in Hnf1a expression occur later than the change in Hnf1b expression. We also 

studied the renal expression of proximal tubule markers Lrp2 and Cubln, which encode for the 

endocytosis complex megalin-cubilin, in this ischemic AKI mouse model. Expression of both genes 

was significantly decreased from 3 up to 24 hours after hemorrhagic shock. Expression of Cubln 

normalized at 48 hours while Lrp2 remained down regulated until 21 days after the insult (Fig.3b-c). 
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Persistent down-regulation of Lrp2 at day 21 suggested permanent proximal tubule dysfunction 

escaping clinical and pathological detection. 

 

In vitro studies of Hnf1b and if expression under hypoxic conditions 

To decipher the molecular mechanisms that controls Hnf1b expression in kidney during and 

after ischemic injury, we assessed the consequences of hypoxia on Hnf-1β in vitro. HK-2 cells (a cell 

line issued from human proximal tubule) were grown under normoxic (21% oxygen) and hypoxic (1% 

oxygen) conditions, and Hnf-1β levels were measured at various time of hypoxia. Western blot 

analyses showed a significant increase of Hnf-1β expression as early as one hour after hypoxia and up 

to  24 hours (Fig.4a), followed by a progressive decline reaching control values after 48 hours hypoxia 

and a down regulation at 72 hours. Restoring normoxia after 2 hours of hypoxia leads to the 

normalization of Hnf-1β expression at 24 hours (Fig. 4b).  

The transcriptome adaptive response to hypoxia has been shown to be primarily controlled by 

hypoxia-inducible factor (if
29

 To determine whether Hnf1b expression is dependant of if 

we analyzed its expression in HK-2 cells submitted to hypoxia. As shown in figure 4c, if was 

early and significantly up-regulated when HK-2 cells were submitted to 1%-hypoxia reaching a 

maximal value after 2 hours of hypoxia. This increase was transient since persistent hypoxia lead to 

down-regulation of if- after 24 hours of hypoxia. This down regulation became highly significant 

at 72 hours of hypoxia. As Hnf-1β and if expression followed a similar but not overlapping 

expression profile with time in hypoxic HK-2 cells, we hypothesized that the increase in Hnf-1β could 

be related to if overexpression. To test it, we  cultivated HK-2 cells in normoxic conditions and 

added to the culture medium an inhibitor of if specific prolylhydroxylases (PHD) to inhibit 

if degradation. As expected, PHD inhibition was accompanied by a significant over-expression 

of Hif- (Fig. 5a), while Hnf-1β expression was not modified (Fig. 5b), a finding consistent with a 

differentially targeted regulation for each of the transcription factor under hypoxia.   
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Discussion 

Hnf-1β is a transcription factor that controls planar cell polarity, tubulogenesis and tubular 

segment differentiation,
11-13, 15

 which are all events required for proper renal repair. To date, the role of 

Hnf1b in epithelial regeneration remains highly elusive. The main finding in this study is that Hnf1b 

expression is tightly regulated during epithelial repair following ischemic AKI induced by a 120-

minutes hemorrhagic shock-related hypotension. The biphasic kinetics suggests that Hnf1b may 

control expression of molecular actors required for proper epithelial repair (e.g. Socs3). 

Verdeguer et al. showed that ischemic AKI in mice with conditional renal-specific 

invalidation of Hnf1b in adulthood induces a severe tubular disorder characterized by the lost of planar 

cell polarity and abnormal epithelial cell proliferation with subsequent cystic dilatation.
30

 Hnf-1β may 

drive the tubular regeneration by controlling the network of epithelial genes that have to be early re-

expressed after mitosis. This finding was identified in vitro with conditions mimicking physiological 

process of cell renewal. The consequences of (ischemic) AKI on Hnf1b expression and role were not 

reported in this article. In a rat model of cisplatin- or gentamicin-induced renal failure, Xu et al. 

showed that Hnf1b expression is reduced three days after nephrotoxicants injection
31

. However, the 

characteristics of this model (i.e. induction of complete proximal tubule dysfunction leading to a renal 

Fanconi syndrome phenotype) precluded any analogy concerning the role of the Hnf-1β transcription 

factor during renal repair following ischemic insult.  

In our study, we identified a more complex role of Hnf1b after ischemic AKI. First, during the 

early steps of epithelial repair, its expression is significantly decreased which is consistent with the 

concomitant dramatic up-regulation of Socs3, a gene negatively regulated by Hnf-1β.
16

 Socs3 acts as 

an inhibitor of signaling pathways downstream of the interleukine-6-receptor and the EGF/HGF 

receptors, two pathways actively involved in renal repair.
10, 32-34

 Thus, one of the roles of Hnf-1β 

during renal epithelial repair could be to control a number of cytokines or growth factor signaling 

pathways by allowing the transient up-regulation of Socs3. Second, the subsequent transient over-

expression of Hnf1b was accompanied by the progressive normalization of the expression of its target 

genes Cdh16 and Pkhd1. Hence, together with the report from Verdeguer et al,
30

 our findings also 

confirm the role of Hnf-1β in the epithelial renal repair following ischemic AKI through the tight 

regulation of a number of cystic disease-associated genes that control renal tubular morphogenesis. 

The molecular mechanisms that underlie the kinetics of Hnf-1β expression after AKI remain 

unknown. The sharp decrease suggests a direct post-transcriptional effect involving an as yet unknown 

pathway. We hypothesized that hypoxia, inflammatory response or growth factors may trigger the 

expression of Hnf1b in vivo. Relevant to the first possibility, we assessed the expression of Hnf-1β in a 

proximal tubule cell line (HK-2 cells) grown in various conditions of hypoxia. In vitro, hypoxia was 

followed by an early up-regulation of Hnf-1β (one hour), while Hnf-1β down-regulation was observed 
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only if hypoxia was maintained for 48 to 72 hours. This effect of hypoxia was reversible as Hnf-1β 

expression returned to a basal value after 24 hours of normoxia. The timing of Hnf-1β up-regulation 

was similar to that of Hif-1α over-expression. Hif- is a hypoxia-inducible transcription factor 

dramatically up-regulated during cell hypoxia (as soon as 0.5 to 1 hour after the start of hypoxia). 

Under normoxic condition, hydroxylation of ifby specific prolylhydroxylase 1-3 (PHD) leads to 

its degradation through the proteasomal pathway. Hypoxia inhibits ifspecific PHD and 

abolishes the degradation of if which is thus translocated to the nucleus where it acts as a 

transcription factor. During hypoxia, if directly regulates the expression of specific target genes, 

like the vascular endothelial growth factor (VEGF),
35

 and induces a dedifferentiation of epithelial cells 

submitted with loss of epithelial markers like E-cadherin.
36

 Herein, we showed that up-regulation of 

Hnf-1β is a very early event during hypoxia but is not dependent on Hif-1α expression. Further studies 

will have to better delineate the molecular pathways that regulate Hnf1b expression during epithelial 

hypoxia. 

Interestingly, our in vivo study showed that epithelial repair is accompanied by modulation of 

Hnf1b expression potentially allowing specific transcriptional changes like transient Socs3 over-

expression. However, contrasting with in vitro data, first Hnf-1β change observed after ischemic insult 

was a dramatic fall despite the concomitant low intra-renal oxygen partial pressure observed in this 

model, as demonstrated by pimonidazole staining.
27

 These conflicting results suggest that the 

expression of Hnf1b during epithelial regeneration is dependent of various pathways and that hypoxia 

is not the main regulator of Hnf1b in this context.  

Altogether, these results suggest that (1) hypoxia may have short and long term effect on 

Hnf1b expression, (2) molecular mechanisms underlying Hnf1b changes observed during epithelial 

renal repair are more complex than a sole response to hypoxia/normoxia condition and (3) Hnf1b may 

drive an adaptative response to epithelial injury by regulating growth factors / cytokine signaling 

(Socs3 expression) and epithelial differentiation (Cdh16, Pkhd1 expression). Whether these findings 

may be extended to other cause of acute kidney injury (i.e. septic or toxic insult) and to other ischemic 

epithelial insults (i.e. liver or gut injury) needs to be addressed.  
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Materials and Methods 

Hemorrhagic shock protocol 

Validation of this model of ischemic AKI was recently reported.
27

 Animal experimentations 

were performed according to national and institutional animal care and ethical guidelines, and were 

approved by local board (Comités régionaux d'éthique en matière d'expérimentation animale, 

INSERM, Toulouse, France). Briefly, a 2 hours-hypotension (35 mmHg mean arterial blood pressure) 

induced by temporary blood removal was applied to C57/Bl6 female mice (Harlan France, Gannat, 

France), further called shocked mice. Anesthesia was based on ketamine and xylazine (250 mg/kg and 

10 mg/kg, respectively). Mice were intubated and left jugular vein and femoral artery were 

catheterized. Mechanical ventilation through intratracheal canula was realized with a specific 

ventilator Minivent 845
©
 (Hugo Sachs Electronik, Germany). At the end of that period, shed blood and 

lactated Ringer’s solution (twice the shed blood volume) were infused in order to provide adequate 

fluid resuscitation. Sham-operated mice (further called sham mice) underwent the same anesthetic and 

surgical procedures, but neither hemorrhage nor fluid resuscitation were performed. Shocked (n=5-6) 

and sham mice (n=4) were sacrificed at different times: 3 hours, 10 hours, 24 hours, 2 days, 6 days and 

21 days after the beginning of the blood removal. 

 

Cell culture 

The human proximal tubule epithelial cell-line HK-2 was purchased from ATCC° (Molsheim, France) 

and were grown in DMEM/F12 + Glutamax° (1/1) medium supplemented with 50 U/mL Penicillin, 50 

mg/mL Streptomycin, 400 µg/mL of hydrocortisone, 10 µg/mL of EGF, 1.4 µg/mL of triiodothyroxine, 

5 mg/mL of insulin and 10% fetal calf serum. The cells were grown in 6-wells plates. All experiments 

were conducted with confluent cultures. For hypoxic culture, cells were placed in a hypoxic (1% 

O2, 5% CO2, 37°C) incubator (Sanyo 02/C02 incubator, Ontario) for 0, ½, 1, 2, 24, 48 or 72 h. 

Control cells were incubated for equivalent periods under normoxic conditions (21% O2, 5% 

CO2, 37°C). Last, normoxic up-regulation of Hif-1α was obtained with the use of specific 

prolylhydroxylase inhibitor (Calbiochem-Merck°, Fontenay-sous-bois, France). 

 

Molecular analyses  

The left kidney of mice was excised, washed with 1X PBS and subsequently used for 

molecular studies. 
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Total RNA was collected with the help of the RNeasy
©
 Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) 

and 1 µg of total RNA was engaged in a reaction of RT-PCR (Superscript II Rnase H Reverse 

Transcriptase
©
 (Invitrogen, Villebon sur Yvette, France)). cDNA were subsequently quantified using 

the LightCycler Mix (Roche, Meylan, France) using the following conditions : 95°C for 5 min 

followed by 40 cycles (95°C for 15 secondes, 60°C for 10 secondes and 72°C for 15 secondes) and 

denaturation. Quantitative PCR was carried out on a LightCycler
©
 480 sequence detection system. The 

primers were designed using Primer3 and GeneQant softwares. The efficiency of each set of primers 

was assessed by dilution curves and only set with efficiency higher than 95% were used. Ct 

differences between the reference (Gapdh and 18S) and target genes were calculated for each sample. 

The formula used to quantify the relative changes in target over references mRNAs between the two 

groups is derived from the 2
-Ct

 formula as recommended. 

For protein extraction, kidney samples were homogenized in lysis buffer (10 mM Tris pH 7.5, 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA and 0.1% SDS) with a protease inhibitor cocktail 

(Complete Mini kit (Roche, Meylan, France)) and separated on nitrocellulose membranes. Membranes 

were blocked with TBS-0.1% Tween + 5% BSA at room temperature for 2 hours and probed with the 

monoclonal antibodies anti-Hnf1b (sc-22840X, SantaCruz Biotechnology, Santa Cruz CA, USA; 

1:1000) overnight at 4°C. The membranes were then incubated for 1 hour with the appropriate 

secondary antibody (1:7500) conjugated with peroxidase (ECL
TM

 anti-rabbit, GE Healthcare-little 

Chalfont-GB). Detection was performed with SuperSignal
@

 West Pico Chemiluminescent Substrate 

(ThermoScientific, Rockford, USA) and analyzed by the photon detector Gene Gnome
@

 (Syngene Bio 

Imaging, Cambridge, UK). Membranes were reprobed with polyclonal goat anti-B-actine (1:10 000). 

Protein bands were quantified by densitometry using ImageJ public open source software and results 

are expressed as Hnf1b/Beta-actin ratio. 

 

Statistical analysis 

Quantitative parameters are reported as median and limits, and qualitative parameters as 

numbers and percentage. Continuous variables were compared using one-way ANOVA test followed 

by unpaired t-test. A P-value < 0.05 was considered as statistically significant. Analyses were 

performed using GraphPad Prism 4 (Graphpad software Inc, San Diego, USA).  
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Plumbing the depths of blood pressure: Hypotensive hemorrhage
and acute kidney injury*

An abrupt decline in kidney
function, now termed acute
kidney injury (AKI), occurs
commonly in hospitalized pa-

tients (1, 2). Even mild forms of AKI are
independently associated with significant
morbidity and mortality, and more severe
forms are associated with mortality in
excess of 50% (1, 2). Despite advances in
the care of seriously ill patients, out-
comes associated with AKI have not sig-
nificantly improved over several decades.

AKI is usually diagnosed when either
an increase in serum creatinine concen-
tration (which is an insensitive and time-
delayed marker for AKI) or a decrease in
urine output (which often does not ac-
company AKI) is observed (3, 4). Thus,
diagnosis of AKI is usually delayed until
after a substantial reduction in kidney
function, and perhaps nonreversible re-
nal cellular damage, has been initiated.
Also, despite many studies, there is cur-
rently no specific treatment that has been
shown to either attenuate the severity or
speed recovery from AKI. The complex
and dynamic nature of the clinical setting
in which clinical AKI is encountered of-
ten renders conduct and interpretation of
clinical studies difficult. Finally, many
of the animal models developed for study
of AKI may not be relevant (5). Collec-
tively, these observations demonstrate a
need for better models with which to
study AKI, potentially leading to earlier
diagnosis and tailored interventions that
attenuate AKI.

Renal ischemia occurs in several set-
tings, including hemorrhagic hypoten-
sion, and is one of the most common
factors predisposing to AKI. Pioneering
whole-animal work by Henrich et al (6,
7), published more than 3 decades ago,

delineated a delicate interplay between
neurohumoral factors to acutely regulate
renal blood flow and glomerular filtration
rate in response to hemorrhage. Removal
of vasodilatory eicosanoids (which en-
hance renal blood flow) and angiotensin
II (which increases glomerular capillary
hydrostatic pressure by constricting the
efferent arteriole), and the presence of
intact renal adrenergic neural pathways
(which decrease renal blood flow), mark-
edly enhance the effect of hemorrhage to
induce renal ischemia and decrease glo-
merular filtration rate. These observa-
tions provided a physiologic explanation
for the now well-known effects of non-
steroidal anti-inflammatory drugs and
drugs that impair angiotensin II forma-
tion and action to induce AKI in hemo-
dynamically compromised states.

In this issue of Critical Care Medicine,
Mayeur and colleagues (8) extend our in-
sights into kidney responses to ischemia
by providing a comprehensive short- and
longer-term evaluation of the functional
and morphologic response of the mouse
kidney to hemorrhagic hypotension. This
study is of interest because AKI occurring
in the context of hypotension may more
closely mimic clinical AKI than widely
used models, such as warm ischemia-
reperfusion induced by short-term renal
artery occlusion. It is likely that the mul-
tiorgan hypoperfusion that occurs with
hypotension induces systemic responses
that contribute to altered function of sev-
eral organs, including the kidney. Also,
the multiple genetic alterations that are
possible to induce in mice provide a
potentially rich opportunity to analyze
the pathogenetic role of several path-
ways in AKI.

Mayeur et al demonstrate a time-
dependent effect of controlled hypoten-
sion to induce increasing degrees of AKI.
The AKI is characterized by decreased
glomerular filtration rate, impaired tubu-
lar resorption of sodium and water, and
the presence of tubular lesions that are
most marked in the outer medulla and
cortex. Mayeur et al also find an increase

in kidney injury molecule-1 and hypoxia-
inducible factor-1� mRNA, beginning
shortly after induction of hypotension
and persisting for up to 6 days. The renal
functional and histologic abnormalities
are maximal 2–6 days after the induction
of hypotension and much less prominent
21 days later. However, impaired renal
tubular sodium resorption and mild peri-
tubular fibrosis are observed 21 days fol-
lowing induction of AKI. The finding of
mild fibrosis several days after develop-
ment of AKI is of note with regard to
increasing reports of lack of complete re-
covery from AKI in selected cases (9).
Collectively, these results suggest that
the model described by Mayeur and oth-
ers share many characteristics with clin-
ical AKI.

The hope is that with further study,
relevant animal models, such as that
characterized by Mayeur et al, will be
utilized to provide pathogenetic insights
leading to prevention, earlier diagnosis,
and attenuation of AKI. While awaiting
real-time methods to diagnose and more
specific pathophysiologic-based methods
to attenuate AKI, the prudent clinician
will use tested prophylactic methods to
protect the kidneys in response to expo-
sure to potential nephrotoxins, and will
identify patients at high risk for develop-
ment of AKI and monitor renal function
closely in these patients (1, 2).

Robert J. Anderson, MD
Clinical Professor of Medicine
Department of Medicine
New York University Medical

Center
New York, NY
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Pediatric brain death*

T he history of brain death dates
to the mid-1950s. Although
not using the term, Pope
Pius XII when asked to opine

on the timing of death said in an ad-
dress to an International Congress of
Anesthesiologists on November 24,
1957, “[the timing of death] does not
fall within the competence of the
Church … But considerations of a gen-
eral nature allow us to believe that hu-
man life continues for as long as its
vital functions— distinguished from the
simple life of organs—manifest them-
selves spontaneously or even with the
help of artificial processes” (1). Electro-
encephalographers in France in the late
1950s recognized “coma depasse” or
“beyond coma”, which described a state
now consistent with brain death (2). A
1964 report from the United States sug-
gested the electroencephalogram be
used to declare death (3), but it was the
Harvard Criteria for “irreversible
coma,” published in 1968, in which the
line in the sand was drawn formally
demarcating the concept of a neurologic-
based definition of death to supplement
cardiorespiratory death (4). That this
era also saw the introduction of solid
organ transplants is not coincidental
(5, 6).

In the work after publication of the
Harvard Criteria and then incorporated
by experts from the 1981 President’s
Commission (7), refinements were not
added to the conceptual definition of
brain death (still fundamentally whole

brain death [8]), but substantial
changes were made to the operational
definition (e.g., more precision in the
neurologic reflex examination and the
apnea test requirements). With no ad-
ditional data, a pediatric version of the
brain death guidelines was published in
1987 (9). It is reassuring the current
guidelines change only procedural as-
pects of the declaration of brain death,
maintaining the conceptual and the
most central aspects of the operational
definition (10).

Although variability in the declaration
of death led to a memorable quote in an
1844 story by Edgar Allen Poe (“The
boundaries between life and death are at
best shadowy and vague. Who shall say
where one ends and where the other be-
gins?”), variability in the criteria used for
the declaration of death is unacceptable
in 2011. The guideline authors reference
a number of studies that demonstrate
this point, but the magnitude of the prob-
lem must be re-emphasized. In 1995, Me-
jia and Pollack (11) reported that no ap-
nea testing was performed in 25% of
brain death declarations and incomplete
apnea testing practices were documented
in another 22%. A small, but real, per-
centage of patients had brain death eval-
uations within hours of discontinuing
barbiturate infusions. In 2003, Chang et
al (12) reported a small but telling survey
in which four of 10 centers and none of
the eight surveyed neurosurgeons an-
swered “yes” to the question “Do you
follow guidelines/waiting periods ex-
actly?” Finally, Mathur et al (13) reported
the mean number of the requisite 14 ex-
amination elements for 142 brain dead
children at well �50% by neurologists,
pediatric intensivists, and neurosur-
geons. No apnea testing was recorded in
60% of brain death confirmations. While
publication of consensus guidelines for

determining brain death is of great in-
terest to clinicians and also has signif-
icant applicability, it should be ex-
pected that the revised guidelines will
improve this variability. To be purpose-
fully redundant, in 2011, variability in
the declaration of brain death in chil-
dren must be obliterated.

The inclusion of a checklist in the
revised guidelines is a great concept and
should have widespread appeal and appli-
cability (10). Similarly, clearly defined
components of the neurologic examina-
tion for neonates, infants, and children,
including a standardized procedure for
apnea testing, will be of significant help
to clinicians in assuring consistent, in-
clusive, and reproducible results when
performing the examinations both be-
tween physicians and over time. Given
the complexity of the different parts of a
pediatric neurologic examination, the po-
tential for ancillary testing, and the is-
sues related to repeated testing and as-
sessments, the potential for variability
simply due to diagnostic errors is real.
Many high-risk, high-reliability profes-
sions, such as airline pilots and nuclear
plant operators, have reduced errors by
using checklists (14). Checklists are
gaining increasing acceptance and use
in medicine, especially in complex areas
such as operating rooms and intensive
care units (14). The use of a standard-
ized checklist for determination of pe-
diatric brain death may assist the phy-
sician to optimize their cognitive
approach, avoid diagnostic errors, and
improve evaluation of the neurologic
injury. While most checklists have not
been subjected to rigorous evaluation,
this type of organized approach may be
analogous to the implementation of
sepsis bundles in the care of patients
with septic shock to improve outcomes
(15) or a multidisciplinary daily quality

*See also p. 2139.
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Title: Pressure controlled hemorrhagic shock in mice : a new model of AKI. 

 
Introduction: Present time mice models failed to reproduce human acute kidney injury (AKI) 

and new relevant models of AKI are required [1]. In this study we developed a model of AKI 

in mice based on pressure controlled hemorrhagic shock that closely reproduce hypotension 

involved in most of human ischemic AKI. 

Methods: We determined at first shock and resuscitation modalities in a C57/Bl6 mice 

population. Femoral arterial catheter was used for pressure control and bleeding and central 

jugular catheterism for anesthesia and resuscitation. We secondly explored renal 

repercussions of a two hours shock duration at 35 mmHg of mean arterial pressure. We 

assessed successivly glomerular filtration rate (GFR), histological kidney injury score and 

performed real time PCR after procedure. Shock group was compared to sham mice and to a 

control group which underwent no procedure (n=5 in each group)  

Results: Shock group GFR was decreased 2 (D2) and 6 (D6) days after shock when compared 

to control and sham (Figure 1). This AKI was intrinsic as showed by the Na/K urinary ratio 

increase and the decrease in urine concentration ability. Tissular damages prevailed in the 

outer medulla with a maximal expression at D6 (paucicellular tubular epitelium, intratubular 

casts) (Figure 2). These lesions are associated with an increase of tissular KIM-1 and HIFs 

mRNA. Despite GFR normalization, shock group showed discreet defect in urine 

concentration ability and a slight peritubular fibrosis 3 weeks after shock.  

Conclusions: This new model of AKI based on hypotension opens new perspectives in the 

field of short and long term kidney function following AKI. 

Figure 1. Glomerular filtration rate 2 (D2), 6 (D6) and 21 
(D21) days after hemorrhagic shock. *p<0.05 and ** p< 0.01 

vs sham; #p<0.05and ##p<0.01 vs control
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Figure 2: Tubular injury score at H3, D2, D6 

and D21. *p<0.05 and ** p< 0.01 vs sham. 

 

1. Rosen, S. and I.E. Stillman, Acute Tubular Necrosis Is a Syndrome of Physiologic and 

Pathologic Dissociation. J Am Soc Nephrol, 2008. 
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Introduction

L’insuffisance rénale aigue (IRA) est un marqueur indépendant de surmortalité dans de nombreuses pathologies médico-chirurgicales. 

L’absence d’efficacité chez l’Homme des thérapeutiques pourtant testées avec succès chez l’animal pourrait être liée aux carences des 
modèles expérimentaux de nécrose tubulaire aigue (NTA). Ces modèles (clampage artère rénale, dose massive de drogues tubulo-toxiques) 
proposent une approche caricaturale de l’IRA qui prévient tout mécanisme physiologique d’adaptation [1]. 
L’émergence récente de données soulignant les conséquences délétères à long terme de la NTA impose l’élaboration de nouveaux modèles 
mimant au mieux la physiopathologie humaine. L’hypotension artérielle, cause fréquente d’IRA chez l’humain, est un mécanisme 

physiopathologique de NTA jamais modélisé avec succès chez la souris [2].

Objectif

1)  élaborer un nouveau modèle 
d’insuffisance rénale aigue par choc 

hémorragique à pression contrôlée chez 
la souris.
2)  évaluer la cinétique du 
retentissement histologique, fonctionnel 
et moléculaire rénal de ce modèle.

Conclusion:  Nous décrivons ici le premier modèle d’IRA par hypotension artérielle systémique chez la souris. Ce nouveau modèle

possède un impact fonctionnel, histologique et moléculaire rénal proche de celui observé chez l’humain. Il ouvre de nouvelles
perspectives dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans l’IRA et son pronostic à long terme.  

SP371-Elaboration d’un modèle murin d’insuffisance 

rénale aigue 

par choc hémorragique contrôlé

N. MAYEUR (1,2); V. MINVILLE (1,2); T. AL SAATI (3); J. ALLARD (2); I. TACK (2)

(1) Département d’anesthésie réanimation, GRCB 48 - Toulouse  (2) Unité Inserm 858, équipe 5 Rangueil -

Toulouse  (3) Unité Inserm 563 Purpan - Toulouse
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Fig 3: évaluation du retentissement rénal du choc

Diminution du DGF (à D2 et D6) et lésions histologiques réversibles.

Induction d’une hypoxie tissulaire rénale: ↑mRNA HIF-1α et  HIF-2α
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Matériel et méthodes

Souris:

souris C57/Bl6; âge 24-30 semaine (n=5 dans chaque groupe).

Groupes expérimentaux: 

shock: sacrifice à 3, 12 heures et 1, 2, 6 et 21 jours après le choc (H3, 
H12, D1, D2, D6 et D21 respectivement)

Sham: sacrifice aux mêmes temps après l’ensemble de la procédure sauf
le choc

Control: population identique n’ayant subi aucune procédure

Mesures:

Clearance de l’inuline à D2, D6 et D21

Real time PCR pour  KIM-1 et HIF-1α à chaque temps

Score histologique à H3, D2, D6 et D21.

Analyse statistique: 

friedman non parametric test pour les valeurs répétées. Dunn's Multiple 
Comparison test.

Fig 1: mise au point du modèle.

Un temps de 2 heures de choc est 

associé à des lésions de NTA 

systématiques et à une diminution 

significative du DFG à D6. Souris 
sédatée (kétamine), intubée ventilée, 

réanimée par voie veineuse 

(cristalloïdes et sang homologue).
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[1] Rosen S,  J Am Soc Nephrol 2008. [2] Rosen S, Kidney Int 2001.

Fig 2: histologie rénale (HE) à D6 au niveau médullaire (A: 
shock, B: sham). Lésions caractéristiques de NTA dans le 

groupe shock. 

NB: disparition des lésions à J21 (cf Fig2)
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P043 - Type 2 diabetes mellitus in mice worsens renal impact following 

hemorrhagic shock
N. MAYEUR (1,2); V. DUPUY (2); M. BULEON (3); A JAAFAR (1); M. VALLET; V. MINVILLE (2); I. TACK (1,3).

(1) Service des explorations fonctionnelles physiologiques, CHU Rangueil, UPS Toulouse III. (2) Département d’anesthésie réanimation,
CHU Rangueil, Toulouse (3) Faculté de médecine Rangueil, UPS Toulouse III

Methods

We performed HS or sham procedure in type 2 diabetic obese 

db/db mice and control mice (n=7). 

Creatininemia, histologic injury score and KIM-1 mRNA were 

used to study renal impact of HS. 

Tissular hypoxia and its impact were quantified by pimonidazole

immunostaining and mRNA quantification of HIF-1α, VEGF-R1, 

VEGFR-2, Tie-2, eNOs and iNOS.

1. Mayeur et al Crit Care Med 2011   2. Rosenberg et al, Kidney Int 2008

Introduction 

The role of hypoxia in the development of diabetic CKD appears critical and is increasingly studied (2).
The purpose of this study was to determine if type 2 diabetic mice would present a severer renal impact following a hemorrhagic shock 
(HS) based on a recently described model of acute kidney injury (1) and to describe the impact of HS on renal response to hypoxia.

Results

• The early increase (H6) in creatininemia and histological 
findings underline the intensity of AKI in diabetic mice.  

• Diabetic shocked mice exhibited overexpression of KIM-1 when 
compared to control.
• Diabetic mice exhibiting a mild diabetic nephropathy already 
express hypoxic signals at baseline. 
• In diabetic shocked mice , hypoxia is severer than in Cshock, as 

illustrated by the increase in blood lactates, pimonidazole staining 

(not shown) and HIF-1α quantification.

Conclusions Our work confirms hypoxic impact of diabetes mellitus in the diabetic mice kidney, even in the absence of any acute 

injury. Renal impact of a HS in type 2 diabetic mice is more intense than in non diabetic. Prerequisite hypoxia during diabetes could 
result in a renal preconditioning that modifies endothelial and tissular response to AKI.

Figure 3 : mRNA quantification by Rt-PCR of VEGF-R1, VEGF-R2, Tie 2 

and HIF-1α. * p<0.02 Mann Whitey test.

Diabetic shocked mice present both prerequisite hypoxia and 

altered response to hypoxia after HS.

Figure 2 : Haematoxylin eosin coloration of kidney sections (X400) of (A) 

dbsham, (B) dbshock, (C) Csham and (D) Cshock mice. 

* mesangial proliferation, § intratubular casts, # cell vacuolisations, 

¤ desepithelialisation
Diabetic shocked mice present also a severer tubular impact

Figure : 1 (A) H6 Lactates in dbshock and Cshockand and their respective 

shams. (B) H6 Creatininemia (C) Renal medulla acute kidney injury score. (D) 

Kidney inductible molecule 1 (KIM-1) mRNA.

Diabetic shocked mice exhibit severer renal and systemic impact following HS

Annexe n°6
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Abstract 

 
 

Acute renal failure (ARF) is an independent mortality marker in numerous 

medical or surgical pathologies. The leading cause of organic ARF is ischemic 

acute tubular necrosis. The lack of efficacy in humans of therapeutic yet 

successfully tested in animals may be related to the deficiencies in experimental 

models of tubular necrosis. Indeed, these models (renal artery clamping, massive 

dose of tubulo-toxic drugs) propose a caricatural mechanism of ARF and prevent 

any physiological mechanism of adaptation. Our goal was to develop, in mice, a 

new model of ARF induced by pressure controlled hemorrhagic shock and to 

decipher its kidney impact. We initially developed the model of hemorrhagic 

shock and showed that two hours shock duration at 35 mmHg of mean arterial 

pressure is likely to create an organic ARF. Then, we tested the impact of this 

shock on kidney and observed a molecular and functional impact predominant 

between day (D) 2 and D6 after shock but still present at D21 with renal fibrosis 

and renal tubular dysfunction. The existence of renal hypoxia in the aftermath of 

shock led us to study its impact in a population of obese type 2 diabetic mice 

(db/db). We have indeed confirmed that diabetic mice kidneys already exhibit 

hypoxia before any aggression and that hemorrhagic shock led to a more severe 

functional impact and a different response to hypoxia in diabetic mice. At least, 

because evaluating glomerular filtration (GFR) in mice is hazardous, we have 

performed a correlation study between the historical markers (serum creatinin, 

plasma urea), cystatin c and measured GFR. We have confirmed that neither 

urea nor creatinin obtained by the colorimetric technique are reliable markers in 

mice. Nevertheless, creatinin obtained by immuno colorimetric assay and 

particularly cystatin C are better correlated with measured GFR. Altogether, we 

have described a new model of ARF in two different mice populations: control 

C57/Bl6 and type 2 diabetic obese mice. We also highlight that cystatin C in 

mice is more accurate for estimating GFR that historical markers (serum 

creatinin by the colorimetric technique and plasma urea). 
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RESUME 
 

La présence d’une insuffisance rénale aiguë (IRA) est un marqueur indépendant de surmortalité 

dans de nombreuses pathologies médico-chirurgicales. La première cause d’IRA organique est la 

nécrose tubulaire aiguë ischémique (NTAI). L’absence d’efficacité, chez l’Homme, des 

thérapeutiques pourtant testées avec succès chez l’animal pourrait être liée aux carences des modèles 

expérimentaux de nécrose tubulaire. En effet, ces modèles (clampage artère rénale, dose massive de 

drogues tubulo-toxiques) proposent une approche caricaturale de l’IRA qui prévient tout mécanisme 

physiologique d’adaptation. Notre objectif était d’élaborer un nouveau modèle d’IRA par choc 

hémorragique à pression contrôlée chez la souris C57/Bl6 et d’en étudier les conséquences rénales. 

Nous avons dans un premier temps mis au point le modèle de choc hémorragique et montré qu’une 

durée de choc de deux heures à 35 mmHg de pression artérielle moyenne est susceptible de créer une 

IRA par NTAI. Nous avons dans un deuxième temps étudié les répercussions rénales de ce choc et 

ainsi observé un impact fonctionnel moléculaire et structurel prédominant entre le 2
ème

 jour (J) et J6 

en post choc mais persistant à J21 avec la mise en évidence d’une fibrose rénale et d’anomalies 

fonctionnelles physiologiques tubulaires rénales. L’existence d’une hypoxie rénale dans les suites du 

choc nous a amené à étudier son impact dans une population de souris diabétiques de type 2 obèse 

(db/db). Nous avons en effet confirmé que les reins de souris diabétiques présentaient une hypoxie 

avant toute agression et que le choc hémorragique aboutissait à un impact fonctionnel plus sévère et 

une réponse à l’hypoxie différente chez les souris diabétiques. Enfin, la difficulté d’évaluation de la 

fonction de filtration rénale chez le muridé nous a conduits à effectuer une étude de corrélation entre 

les marqueurs historiques (créatininémie, urée plasmatique), la cystatine C et le gold standard  (la 

clearance de l’inuline plasmatique) chez 80 souris. Dans cette note technique située en annexe, nous 

avons pu confirmer que ni l’urée ni la créatininémie par la technique colorimétrique n’étaient des 

marqueurs fiables chez la souris. La créatininémie par la technique immunoenzymatique et surtout la 

cystatine c sont mieux corrélées au DFG évalué par la clearance de l’inuline. Au total nous avons 

décrit un nouveau modèle d’agression rénale chez des souris sauvages C57/Bl6 et une population de 

souris diabétiques de type 2. Nous avons également mis en évidence l’intérêt de la cystatine C chez la 

souris en tant que marqueur d’estimation du DFG a contrario des marqueurs historiques 

(créatininémie par la technique colorimétrique et urée plasmatique). 
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