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LA MALADIE RENALE CHRONIQUE (MRC)

La maladie rénale chronique est définie par la présence, pendant plus de 3 mois, de
marqueurs d’atteinte rénale ou d’une baisse du débit de filtration glomérulaire (DFG)
au-dessous de 60 mL/min/1,73 m?. Les marqueurs d’atteinte rénale peuvent étre des
anomalies morphologiques, histologiques, ou biologiques : protéinurie, albuminurie,

hématurie, leucocyturie.

En pratique clinique, la société de néphrologie recommande d’estimer le débit de
filtration glomérulaire par 'utilisation de la formule de MDRD (Modification of the
Diet in Renal Disease) simplifiée, en se basant sur le dosage de la créatinine par
spectrométrie de masse. De maniére alternative, le débit de filtration glomérulaire peut
étre mesuré grace a lutilisation de marqueurs exogénes (inuline, radio
pharmaceutiques, iohexol). Ces traceurs ne sont pas sécrétés ni réabsorbés par les
tubules et ne sont pas métabolisés. Leur clairance rénale est donc égale au DFG.
L’¢tude de la clairance de ces marqueurs constitue la méthode de référence pour
déterminer le DFG, cependant ces techniques sont complexes et coliteuses, et ne
peuvent étre utilisées en routine. Elles sont réservées a des situations cliniques
particulieres, ou I’estimation du DFG par la créatininémie peut étre biaisée
(dénutrition sévere, obésité, nutrition parentérale prolongée ; augmentation ou

diminution de la masse musculaire, ou encore insuffisance hépatocellulaire sévere) (1).

La MRC est classée en 5 stades de sévérité, définis dans le Tableau 1.



Stade DFG estime Définition

(mL/min/1.73m?)

1 ~90) Maladie rénale chronique ©® avec DFG
B normal ou augmenté
) entre 60 et 89 Maladie rén'ale. chronique ® avec DFG
légérement diminué
3a entre 45 et 59
Insuffisance rénale chronique modérée
3b entre 30 et 44
4 entre 15 et 29 Insuffisance rénale chronique sévere
5 <15 Insuffisance rénale chronique terminale

@ Présence de marqueurs d’atteinte rénale.

Tableau 1 : Stades de la maladie rénale chronique. Issu de (1).

La progression d’une maladie rénale chronique va conduire d’une part a une rétention
de toxines, notamment de toxines dérivées du catabolisme azoté ; mais également va
perturber la régulation du bilan hydro électrolytique, de 1’équilibre acido-basique, et
altérer les fonctions endocrines rénales (synthése de rénine, d’érythropoiétine et de

vitamine D active) (2). En conséquence, on observe de a partir du stade 3b de la MRC

(3):

- une hypertension artérielle, essentiellement volo-dépendante,

- une anémie mixte: inflammatoire, par carence martiale et carence en
érythropoiétine,

- une acidose métabolique, liée a la dysfonction tubulaire, qui contribue a la
morbidité-mortalité¢ de la MRC en favorisant le catabolisme protidique, diminuant
la synthése d’albumine, et en favorisant la résorption osseuse. L’acidose

métabolique constitue également un facteur de progression de la MRC.

les troubles du métabolisme minéral et osseux (voir partie II).

Les ¢étiologies de I'IRCT en France sont nombreuses ; le diabéte, I’hypertension
artérielle et les glomérulopathies primitives constituent les causes les plus fréquentes

d’insuffisance rénale terminale (rapport REIN (4)).



Par sa fréquence dans la population frangaise et son retentissement, la MRC est un
probléme de santé publique. Le rapport Réseau Epidémiologie et Information en
Néphrologie (REIN), édité par ’Agence de Biomédecine, fait état chaque année de
I’épidémiologie de I’insuffisance rénale chronique terminale (IRCT) traitée dans la
population frangaise. Le rapport concernant I’année 2012 estime la prévalence brute de
I’IRCT traitée a 1 127 personnes par million d’habitants. Cette prévalence augmente
de 4% par an : environ 40900 personnes étaient traitées par épuration extrarénale en
France en 2012 et 32 500 étaient porteuses d’un greffon rénal (4). A 1’échelle
mondiale, environ 440000 patients débutent chaque année un traitement de suppléance
rénale, mais 3200000 personnes n’y ont pas acces, et décédent prématurément des

conséquences de I’insuffisance rénale terminale (5).

Le colit humain de ’IRCT est particuliérement élevé en termes de morbidité-mortalité
et d’impact sur la qualité de vie du patient. Les données du registre européen ERA-
EDTA (European Renal Association-European Dialysis and Transplant Association),
montrent que les patients traités pour une IRCT et agés de 65 a 74 ans, soit la classe
d’age la plus représentée, ont une espérance de vie inférieure de 50% par rapport a la
population générale de méme age. La mortalité cardio-vasculaire (mort subite,
athéromatose, infarctus du myocarde, insuffisance cardiaque) est la premicre cause de
déces chez le patient dialysé ; elle est 10 a 20 fois supérieure a celle de la population

générale (5).

Enfin, d’un point de vue médico-économique, la MRC représente une dépense de
santé publique importante et en augmentation : le colt de la prise en charge de I'IRCT
par I’Assurance Maladie a été estimé en 2007 a 4 milliards d’euros. L’hémodialyse
correspondait au traitement de suppléance le plus colteux, représentant 77% des

dépenses (6).



II.

TROUBLES MINERAUX ET OSSEUX ASSOCIES A LA MALADIE

RENALE CHRONIQUE (TMO-MRC)

. PRESENTATION

1. DEFINITION

Des anomalies du métabolisme minéral et osseux surviennent chez les patients atteints
d’insuffisance rénale chronique. Le terme « ostéodystrophie rénale » était auparavant
utilisé pour désigner I’ensemble de ces perturbations. Cependant, devant leur nature
hétérogene, une conférence internationale d’experts nommée KDIGO (Kidney
Disease : Improving Global Outcome) a publié¢ en 2006 un consensus permettant de
définir précisément cette entité, et de proposer des critéres diagnostiques permettant
d’harmoniser les pratiques (7). Le terme de « Troubles minéraux et osseux associés a
la maladie rénale chronique » (TMO-MRC) a été retenu pour désigner cet ensemble,
qui est défini comme un désordre systémique du métabolisme minéral et osseux lié a
I’insuffisance rénale chronique, se manifestant par un ou plusieurs éléments de la
triade suivante :
- Anomalie biologique du taux de calcium, phosphore, de la parathormone (PTH)
ou de la vitamine D.
- Anomalie du modelage et remodelage osseux, du volume, ou de la minéralisation
osseuse. Perturbation de la croissance osseuse chez 1’enfant, et troubles de la
résistance osseuse.

- Calcifications vasculaires ou des tissus mous.

2. PHYSIOPATHOLOGIE DES PERTURBATIONS DU METABOLISME MINERAL
AU COURS DE LA MRC

Le rein, I’os et le tube digestif sont les trois acteurs majeurs du métabolisme minéral
(figure 1). Le squelette, formé majoritairement d’hydroxyapatite, représente une large
réserve de calcium (Ca) et phosphate (Pi). L’os étant perpétuellement remodelé, il
existe un flux permanant de Ca et Pi entre 1’os et le secteur extracellulaire. Ces
échanges doivent étre finement régulés, pour permettre de maintenir stables les
concentrations extracellulaires en Ca et Pi, et de garantir des concentrations
intracellulaires physiologiques. En effet, leurs fonctions cellulaires sont capitales : le

calcium est un messager intracellulaire ubiquitaire, et le phosphate un composant
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associé¢ a de nombreuses molécules : nucléotides, phosphoprotéines, phospholipides, et

phosphoglycanes (8).

)

) e d®

FGF23

A

\

Blood-soluble

@ = Klotho

PTH

Klotho
@ production

Figure 1: Régulation endocrine du métabolisme minéral. Issu de (8). Plusieurs
boucles de rétrocontréle négatif mettent en jeu les principaux régulateurs du
métabolisme minéral : I’hormone parathyroidienne (PTH), le fibroblast growth factor
23 (FGF23), Klotho et la vitamine D. Le rein est un des principaux fournisseurs de
Klotho circulant. Klotho inhiberait la production de FGF23 par les cellules osseuses.
En tant que de co-récepteur du FGFR, il permet au FGF23 d’inhiber la sécrétion de
PTH. La PTH stimule la production de FGF23 et de la vitamine D active (1,25 vit D3
pour 1,25 dihydroxyvitamine D). L’augmentation de la 1,25 vit D3 inhibe la sécrétion
de PTH, directement et via la stimulation de la synthese de FGF23 par les ostéocytes.
La vitamine D induit également la production de Klotho par le rein.

La vitamine D permet de maintenir une calcémie physiologique : elle favorise la
réabsorption tubulaire de Ca, et stimule 1’absorption intestinale de Ca et de Pi. Son
action nécessite une étape d’hydroxylation médi¢e par la lahydroxylase rénale, qui
permet d’obtenir la 1,25dihydroxyvitamine D ou calcitriol, le métabolite actif.

La parathormone est une hormone hypercalcémiante et phosphaturiante produite par
les glandes parathyroides en réponse a une diminution de la calcémie ionisée. Le
récepteur sensible au calcium (CaSR) présent a la membrane des -cellules
parathyroidiennes régule négativement la synthese et la sécrétion de PTH, ainsi que de
la prolifération des cellules parathyroidiennes. En cas d'hypocalcémie, le récepteur
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sensible au calcium (CaSR) est moins stimulé, et on observe une libération de PTH
circulante (9). Des travaux récents montrent que la phosphatémie serait un régulateur
de la PTH, indépendamment des autres acteurs du métabolisme phospho-calcique (10).
Au niveau du tubule proximal rénal, la PTH inhibe Dl’activité du co-transporteur
sodium-phosphate NaPi-IIa. Elle agit également au niveau du tissu osseux en stimulant
la syntheése du FGF23 par les cellules osseuses.
Dans les modeles précliniques d’insuffisance rénale, [’hyperparathyroidie est
nécessaire a 1’augmentation des taux de FGF23 circulants, et la parathyroidectomie
diminue I’amplitude de cette augmentation (11).
Le Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) est une glycoprotéine qui appartient a la
sous-famille du FGF19, également appelée « FGF endocrines » compte tenu de leur
caractere circulant et de leurs roles physiologiques dans la régulation de 1’énergie et du
métabolisme minéral. Il est sécrété au niveau du tissu osseux par les ostéocytes et les
ostéoblastes. La liaison du récepteur au FGF (FGFR) par le FGF23 nécessite la
présence d’un co-récepteur, aKlotho, qui permet d’augmenter son affinité pour le
FGFR. Alors que les FGFR sont exprimés de maniere ubiquitaire, aKlotho est exprimé
sélectivement dans le tissu rénal et parathyroidien, qui constituent ainsi les deux
organes cibles du FGF23. oKlotho est une protéine transmembranaire qui peut
¢galement étre présent dans la circulation sous forme soluble par le biais d’un clivage
de sa région extracellulaire, ou bien du fait d’un épissage alternatif. a-Klotho soluble
peut ainsi étre retrouvé dans le plasma, ’urine et le liquide céphalo-rachidien.

Les actions du FGF23 au niveau de ces organes cibles peuvent étre résumées en trois

points :

- inhibition de la réabsorption des ions phosphate par les co-transporteurs sodium-
phosphate NaPi-Ila et NaPi-IIb situés au podle apical des cellules tubulaires
proximales,

- diminution de la synthése de la vitamine D active et majoration de sa dégradation,
via I’inhibition de la la-hydroxylase, et I’augmentation de la 24a-hydroxylase,
responsable de la dégradation du calcitriol,

- inhibition de la synthése et la sécrétion de la parathormone (PTH) par les cellules
parathyroidiennes.

Alpha-Klotho posséde également des propriétés indépendantes du FGF23 ou de son

récepteur. Il s’agit d’activités enzymatiques de type glucuronidase et sialidase,
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permettant de modifier les glycoprotéines membranaires et donc de moduler les
phénomenes d’endo ou exocytose de différents canaux ou transporteurs tubulaires
comme TRPV5 par exemple (8). De récents travaux montrent que le rein est
responsable a la fois de la sécrétion d’aKlotho, et de son ¢élimination. En effet, il subit
un passage transépithélial au niveau du tubule proximal lui permettant d’accéder aux
protéines transmembranaires situées au pdle baso-latéral avant d’étre ¢liminé (12).

Au cours de la maladie rénale chronique, le métabolisme minéral est perturbé (figure
2). Les dosages de Klotho plasmatique, urinaire ou rénal diminuent chez 1’animal,
parallelement au déclin de la fonction rénale (16). La diminution de Klotho
membranaire stimule la sécrétion de FGF23 en créant une résistance relative au FGFR
(14). L’augmentation du FGF 23 circulant est amplifiée par la diminution des
capacités d’excrétion de cette molécule par le rein. Le FGF23 circulant inhibe la
réabsorption rénale du Pi, et permet de maintenir une phosphatémie normale aux
stades précoces de la MRC (13). Il a également été proposé que le phosphate, en se
chélatant avec le calcium, provoque une faible diminution de la calcémie ionisée qui
provoquerait une levée d’inhibition par le CaSR au niveau des cellules
parathyroidiennes, permettant la sécrétion de PTH, et la prolifération de ces cellules.
L’hyperparathyroidie secondaire est surtout favorisée par la diminution de la synthése
du calcitriol, liée a la perte néphronique et a son inhibition par le FGF23. Le déficit en
vitamine D active limite en effet 1’absorption intestinale du Ca, et favorise
I’hypocalcémie, qui est percue par les cellules parathyroidiennes grace au CaSR (10).
Dans les stades plus avancés de la MRC, la prolifération des cellules
parathyroidiennes peut donner lieu a la formation de nodules hyperplasiques ou
d’adénomes, responsables d’une sécrétion autonome de PTH; on parle
d’hyperparathyroidie tertiaire. L’expression parathyroidienne des récepteurs au
calcium, a la vitamine D (VRD), au FGF23 diminuent, limitant ainsi le rétrocontrdle
négatif portant sur la sécrétion de parathormone (14,15).

Enfin, il semblerait que la protéinurie joue un rdle dans la création ou 1’aggravation de
la rétention en phosphate, de maniére indépendante du déclin du DFG : une équipe
francaise a décrit a 1’aide de deux modeles précliniques et deux cohortes de patients
protéinuriques, une augmentation de 1’expression du transporteur NaPi-Ila, et donc de
la réabsorption tubulaire proximale de Pi, avec ¢élévation de la phosphatémie et du

FGF23 circulant (17).
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Figure 2 : Physiopathologie des troubles du métabolisme minéral associés a la Maladie
Rénale Chronique. D’apres (18). CaSR : récepteur sensible au calcium, FGFRL1 :
récepteur au FGF de type 1, VDR : récepteur a la vitamine D.

La baisse de Klotho circulant est I’événement le plus précoce, dés le stade 2 de la
MRC, et se poursuit avec la baisse du DFG (figure 3) (19). Cette diminution est a
I’origine d’une résistance partielle au FGF23, qui augmente afin de maintenir une
phosphatémie dans la norme. Des taux ¢élevés de FGF23 ont également été retrouvés
dans des cohortes de patients avec une altération minime de la fonction rénale, comme
les patients néphrectomisés pour don de rein (20). L’augmentation des taux de FGF23
entraine une diminution de la vitamine D active, et une ¢lévation de la parathormone

(PTH). L’hyperphosphatémie apparait tardivement au cours de la MRC (figure 3) (8).
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Figure 3 : Cinétique de perturbation des différents acteurs du métabolisme minéral au
cours de la Maladie Rénale Chronique. La diminution des taux circulants de Klotho est
un évenement précoces dans le cours de [I’insuffisance rénale chronique.
L’hyperparathyroidie et I’hyperphosphatémie sont observés tardivement. D’apres (8).
La zone grisée représente la norme ; I’échelle en ordonnée n’est pas représentative
des taux réellement observés. eGFR= estimated Glomerular Filtration Rate.

La physiopathologie des TMO-MRC ne se limite pas aux seules perturbations
hormonales et osseuses, mais implique également d’autres parametres comme
I’accumulation des toxines urémiques, 1’acidose métabolique, la dénutrition,
I’inflammation chronique ou encore la iatrogénie (14). Ainsi, 'urémie s’accompagne
d’un état d’inflammation chronique, associ¢ a une augmentation du stress oxydatif, et
une résistance a 1’insuline ; trois facteurs qui favorisent la survenue de calcifications
vasculaires (2). Par ailleurs, 1’acidose métabolique chronique de la MRC mobilise le
carbonate de calcium stocké dans compartiment osseux comme tampon, et favorise la
déminéralisation osseuse. Il est possible que 1’état d’urémie modifie les propriétés
cellulaires : des études concernant les cellules souches mésenchymateuses (MSC), qui
sont les précurseurs des ostéoblastes, suggéraient une diminution de leur capacités de
différenciation vers le lignage ostéoblastique: des MSC issues de rats rendus
insuffisant rénaux mises en culture présentaient des signes de sénescence précoce
(moindre taux de prolifération, accumulation de fibres de stress, adipogéncse

spontanée). De plus, leur capacités de régénération rénale in vivo dans un modéle
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d’insuffisance rénale aigue étaient limitées (21). Enfin, I’age, la perte de mobilité, sont

des facteurs de risque surajoutés de perte osseuse (22).

3. OSTEODYSTROPHIE RENALE
CLASSIFICATION ANATOMOPATHOLOGIQUE

Le terme d’ostéodystrophie rénale est désormais réservé a la description des anomalies
histologiques osseuses observées chez les patients insuffisants rénaux chroniques. Les
KDIGO ont proposé une classification basée sur les mécanismes responsables de ces
perturbations : il s’agit de la classification TMV, ou T représente le « turnover », soit
le taux de remodelage osseux, M la minéralisation, c’est-a-dire le processus de
calcification du réseau collagénique, et V le volume d’os rapporté au volume tissulaire
total. Ces trois parameétres sont déterminés par histomorphométrie, c’est-a-dire étude
quantitative histologique, a partir d’une biopsie osseuse (7).

Un excés de remodelage osseux conduit a des 1ésions d’ostéite fibreuse, ou le volume
osseux est plutdt augmenté, sans altération de la minéralisation. Histologiquement, on
observe une augmentation du nombre et de I’activité des ostéoblastes, conduisant a
I’accumulation de matrice ostéoide. De ma méme maniére, le nombre d’ostéoclastes et
I’activité de résorption osseuse sont augmentés. S’y ajoute une fibrose médullaire des
espaces péri-trabéculaires. A I’inverse, un taux de remodelage bas se traduit par un
tissu osseux de faible volume, dans lequel les ostéoblastes sont peu actifs, les
ostéoclastes et le nombre de lacunes de résorption peu nombreuses. Il s’agit d’un
tableau d’ostéopathie adynamique, fréquemment rencontré chez les sujets agés,
diabétiques, traités par dialyse péritonéale ou ayant eu un apport en calcium ou en
vitamine D excessif. 1l s’agit de la lésion d’ostéodystrophie rénale la plus
fréquemment rencontrée dans les pays occidentaux.

L’ostéomalacie, définie par un défaut de minéralisation, est peu fréquente dans les
TMO-MRC. Enfin, on définit une quatriéme entité histologique, I’ostéopathie mixte
urémique, proche de l'ostéite fibrosante, avec toutefois un volume ostéoide plus
marqué, associé a un trouble de la minéralisation (Tableau 2). La toxicité aluminique,
autrefois observée chez les patients hémodialysés ou traités par sels d’aluminium, peut
réaliser un tableau d’ostéopathie adynamique, d’ostéomalacie ou de lésions mixtes.

Compte tenu de I’amélioration des techniques d’hémodialyse, et notamment la
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purification des dialysats et 1’utilisation de chélateurs du phosphate non aluminiques,

cette entité est désormais rare (7,18,22).

Taux de Minéralisation Volume
remodelage A e
primaire ostéoide
0SSeux
Osteite fibreuse T ou M N ou 1 Tou 11
Ostéopathie ! N Nou |
adynamique
Ostéomalacie Nou | 1l M1
Ostéopathie mixte 1 ou 111 Loul] 11

Tableau 2 : Description des 4 types histologiques d’ostéodystrophie rénale selon la
classification TMV. D’apres (14). N : normal.

En 2011, une équipe américaine a colligé 630 biopsies osseuses de patients américains
et européens au stade 5 de la MRC, traités par hémodialyse (95%) ou dialyse
péritonéale (5%). Parmi les patients caucasiens, le remodelage osseux était bas dans la
majorité des cas (58%) normal chez 18% des patients et élevé chez 24%. Cette
répartition était différente chez les patients afro-américains : le remodelage était plus
fréquemment ¢levé (42,5%), que bas (32%). Les défauts de minéralisation étaient rares
(3,5%), quel que soit I’origine ethnique, et le volume osseux plutot élevé dans la
population afro-américaine alors que la proportion de volume osseux ¢€levé, normal ou

bas parmi les caucasiens était semblable (23).

L’ostéoporose ne fait pas partie des troubles du métabolisme osseux associés a la
MRC, cependant ces deux pathologies affectent préférentiellement les sujets agés, et
peuvent donc coexister chez certains patients. Par ailleurs, de récents travaux ont
montré qu’une hyponatrémie modérée favorisait le développement de I’ostéoporose,

or 13% des patients incidents en dialyse présentent une hyponatrémie (24).

PHYSIOPATHOLOGIE

L’hyperparathyroidie est responsable d’une augmentation du remodelage en stimulant
les pré-ostéoblastes, qui possédent un récepteur a la PTH. Ces derniers expriment M-

CSF et RANK-ligand, deux facteurs de différenciation des ostéoclastes (14). Les
12



Iésions de my¢lofibrose, observées dans les tableaux de haut remodelage impliquent
un trouble de différenciation ostéoblastique, ou les précurseurs s’orientent
préférentiellement vers un phénotype fibroblastique (25). A I’opposé, un bas niveau de
remodelage est favorisé par la correction excessive d’une hyperparathyroidie, mais
peut également étre observé chez des patients indemnes de tout traitement. D’autres
facteurs ont été incriminés, notamment un déficit en Bone Morphogenic Protein 7
(BMP?7), facteur de différenciation ostéoblastique produit par les reins ; la diminution
de D’expression des récepteurs osseux a la PTH; la formation de fragments C-
terminaux de la PTH qui freineraient le remodelage osseux, et enfin ’augmentation
de I’expression d’inhibiteurs de la voie Wnt, qui est nécessaire a la différenciation
ostéoblastique. Parmi ces inhibiteurs : la sclérostine (SOST), Dikkopfl et secreted

Frizzeled-Related Protein 4 (sFRP4).

En utilisant un modéle d’IRC progressive (souris jck développant des reins
polykystiques), Sabbagh et al. ont observé une dégradation de la fonction rénale aprés
6 semaines de vie, puis progressivement une augmentation du FGF23 circulant et
enfin de la PTH. Aux stades précoces de la MRC, la sclérostine est surexprimée par
les ostéocytes, conduisant a une répression de la voie Wnt/Bcaténine, et donc une
inhibition de I’ostéoformation, comme observée dans 1’ostéopathie adynamique. Plus
tardivement, les taux de SOST ostéocytaires diminuent, en réponse a

I’hyperparathyroidie, alors qu'un autre antagoniste, SFRP4 est surexprimé (14,26).

Le processus de minéralisation nécessite un stock suffisant de Ca et Pi; il est
dépendant de I’activité ostéoblastique, et sera donc modifié par les inhibiteurs cités
précédemment. La carence en vitamine D, 1’acidose métabolique et plus rarement
I’intoxication aluminique, en fer ou en strontium peuvent favoriser I’ostéomalacie

(14).

De facon générale, le volume osseux dépend du taux de remodelage et d’un éventuel
découplage entre ostéoformation et résorption. L’exces de PTH, la présence
d’inhibiteurs ostéoblastiques comme SOST mais ¢également 1’hypogonadisme,
fréquent chez les patients IRC des deux sexes, sont responsables d’un tel découplage

(14).
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Les travaux actuels placent I’ostéocyte au coeur des anomalies du métabolisme osseux
liées a la MRC. En effet, dés le stade 2 de la MRC, cette cellule est responsable de la
sécrétion de sclérostine et du FGF23, acteurs majeurs des perturbations osseuses,

biologiques et cardiovasculaires observées au cours de la MRC (27-30).

OUTILS DIAGNOSTIQUES

Le diagnostic de certitude de I’ostéodystrophie rénale repose sur la biopsie osseuse.
Elle permet de préciser le type d’atteinte histologique et de guider la prise en charge
thérapeutique (7). Il s’agit cependant d’un geste invasif, coliteux, et qui n’est pas
disponible dans tous les centres. La biopsie osseuse doit donc étre réservée a quelques
situations clinico-biologiques particuliéres, graves ou requérant un traitement
spécifique: fractures inexpliquées, douleurs osseuses persistantes, calcifications
vasculaires séveres, hypercalcémie ou hypophosphatémie inexpliquée, suspicion de
toxicité aluminique ; avant une parathyroidectomie, si le tableau d’hyperparathyroidie
secondaire ou tertiaire n’est pas formel, et éventuellement avant la prescription d’un

traitement par biphosphonates chez un patient atteint de TMO-MRC (7).

Une analyse histomorphométrique doit étre réalisée, et les résultats formulés selon la
classification TMV. Cette technique permet de quantifier différentes structures, mais
¢galement de déterminer la vitesse du remodelage ou de la minéralisation grace a la
technique du double marquage par la tétracycline. La tétracycline est administrée au
patient par voie orale a 15 jours d’intervalle. Cette molécule se fixe sur les fronts de
minéralisation, visible en microscopie sous la forme d’un liseré jaune, et permet ainsi

de quantifier le taux de formation osseuse, ou la vitesse de minéralisation (7).

En pratique clinique quotidienne, il serait souhaitable de disposer d’autres outils
d’évaluation de I’architecture osseuse, moins invasifs, et pouvant fournir des
informations a différents sites du squelette et a permettre un suivi des anomalies
observées dans le temps (31). Les dosages plasmatiques de la PTH sérique et des
phosphatases alcalines osseuses sont des marqueurs du remodelage osseux utiles et
accessibles en routine. D’autres marqueurs du remodelage (ostéo-formation et
résorption) sont disponibles; leur dosage dans le contexte de MRC n’est pas
recommandé, du fait de leur interprétation délicate, certains étant épurés par voie

rénale (ostéocalcine, propeptide N-terminal du procollagéne de type I, télopeptide

14



« crosslinked » du collagéne de type I). Cependant il semble qu’utilisés de maniére
combinée avec ou sans dosage de PTH, ces marqueurs puissent étre prédictifs du taux
de remodelage, mais également de la perte osseuse et du risque fracturaire chez

I’insuffisant rénal chronique et le patient transplanté rénal (31,32).

\

L’absorptiométrie biphotonique a rayons X (DXA) est une technique largement
utilisée dans la population générale pour le diagnostic d’ostéoporose. Elle ne permet
pas d’évaluer le remodelage ni la minéralisation osseuse, mais quantifie le volume
osseux et précise I’architecture osseuse. Sa résolution ne permet pas de discriminer
I’os cortical de 1’0os spongieux, et la présence de calcifications vasculaires peut en
fausser les mesures, notamment au niveau rachidien. L’utilisation de la DXA n’est pas
recommandée chez les patients atteints de MRC (32). Cependant, en 2012, deux
¢tudes prospectives ont montré une corrélation entre la densit¢ minérale osseuse
(DMO) mesurée par DXA au niveau de la hanche et du col fémoral et le risque

fracturaire chez des patients insuffisant rénaux (31).

4. CALCIFICATIONS VASCULAIRES

On distingue deux types de calcifications vasculaires, qui différent selon leur

topographie et leur pathogénie :

- les calcifications intimales sont associées aux lésions athéromateuses. Elles
sont préférentiellement observées chez les patients agés, présentant des
facteurs de risque cardiovasculaire conventionnels ou bien ayant des
antécédents d’événements cardiovasculaires. Les plaques athéromateuses
intimales calcifiées correspondent a des Iésions évoluées, souvent associées a
des événements thrombo-occlusifs.

- Les calcifications médiales, sont responsables d’un épaississement pariétal, et

sont retrouvés chez les patients insuffisants rénaux chroniques (33).

Ces deux types de calcifications coexistent fréquemment chez les patients insuffisants
rénaux chroniques, qui peuvent cumuler les facteurs de risque cardiovasculaires que

sont I’hypertension artérielle, le diabéte, et/ou un dge avancé.
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Le développement des calcifications dans le cadre des TMO-MRC est un processus
actif, qui implique plusieurs mécanismes :

- des perturbations du métabolisme minéral conduisant a une hyperphosphatémie
et a ’augmentation du produit phosphocalcique ;

- la perte d’inhibiteurs circulants ou locaux (c’est-a-dire vasculaires) de Ia
minéralisation, ¢éveénement qui favorise la différentiation des cellules
musculaires lisses vasculaires (VSMC) et des péricytes en cellules capables de
minéraliser leur matrice.

- Et enfin, une dysfonction endothéliale, favorisée par I’inflammation chronique
et les dérivés actifs de I’oxygene (34).

Parmi les inhibiteurs de la minéralisation, la Fetuin-A est une protéine hépatique dont
I’expression diminue en période inflammatoire. Elle capte le Ca et le Pi circulant pour
former des « calciparticules » qui seront épurées par le systeme réticulo-endothélial
(34). La MRC favorise I’inflammation chronique et la donc 1’inhibition de la Fetuin-
A. En conséquence, Ca et Pi circulent librement, et sont disponibles pour la création
de calcifications. L’excés de FGF23, et la diminution de I’expression de Klotho
comme observés au cours de I’insuffisance rénale chronique favorisent également le
développement de calcifications vasculaires (16,35).

L’hyperphosphatémie, la Bone Morphogenic Protein 2 (BMP2) stimulent 1’expression
de geénes de différentiation ostéoblastique par les VSMC, a travers 1’expression ou
I’inhibition de microARNSs. Ces cellules vasculaires vont ainsi adopter un phénotype
ostéoblastique, capter les minéraux circulants, et permettre leur dépot dans la paroi
vasculaire.

Parmi les inhibiteurs locaux de la minéralisation, on peut citer le pyrophosphate,
I’ostéopontine et la matrice-gla protéine (MGP). La MGP est une protéine sécrétée par
les chondrocytes et les VSMC, qui inhibe la précipitation du calcium et la formation
de cristaux de phosphate de calcium. Son action nécessite un gamma-carboxylation
dépendante de la vitamine K (35). Au cours de la MRC, des niveaux élevés de MGP
non carboxylée ont été observés, en lien avec une carence d’apport en vitamine K. Un
essai randomisé prospectif, actuellement en cours, étudie I’effet d’une
supplémentation en vitamine K1 sur la progression des calcifications aortiques et
coronariennes dans une population d’adultes hémodialysés (36). Les antagonistes de la

vitamine K (AVK) affectent également le métabolisme vasculaire : plusieurs études
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observationnelles concernant la population générale ou hémodialysée montrent une
association entre la prise d’AVK et la progression de calcifications coronariennes et

valvulaires (37).

De nombreuses études pré-cliniques et cliniques soulignent 1’existence d’un lien entre
le métabolisme osseux et la formation de calcifications vasculaires. Cependant il n’est
pas démontré qu’il s’agisse d’un lien de causalité direct, ou bien d’un mécanisme
physiopathologique commun. Ainsi, dans une ¢tude portant sur 64 patients
hémodialysés, Barreto et al. ont mis en évidence une association significative entre
une diminution du volume osseux trabéculaire et la progression de calcifications
coronariennes. De plus, I’amélioration du remodelage sur la biopsie réalisée un an plus
tard, quel que soit le niveau de remodelage initial, était associée a une moindre
progression des calcifications vasculaires (38). De la méme manicre, parmi des
patients suivis pour une ostéoporose et avec une fonction rénale conservée, la prise
d’un traitement anti-ostéoporotique, donc ralentissant le remodelage osseux, était
associée a une diminution de la progression de calcifications valvulaires aortiques

(39).

La sclérostine (SOST) fait partie des inhibiteurs de la voie Wnt, qui bloquent la
différenciation ostéoblastique (II.A.3.b). Elle semble également étre impliquée dans le
processus de calcification vasculaire. En effet, SOST est retrouvée au niveau des
calcifications cardiovasculaires des patients atteints de MRC. Les données concernant
une éventuelle relation entre la sclérostine sérique et I’existence de calcifications
vasculaires sont contradictoires, et biaisées par l’absence de standardisation des
techniques de mesure. Malgré tout, SOST circulante augmente avec le stade de la
MRC, et la présence de marqueurs inflammatoire. Pa ailleurs, une étude récente a
montré I’existence d’une association entre I’excés de SOST circulant et la diminution
de I’épaisseur corticale du tibia, dans une cohorte de patients hémodialysés (40—42).
La voie Wnt est impliquée dans la genese des lésions vasculaires : des familles
porteuses d’une mutation d’un corécepteur conduisant a 1’inhibition de la transduction
du signal Wnt développent des I€sions coronariennes précoces, en association avec
une ostéoporose. Le réle de SOST dans la genese des calcifications n’est pas
clairement identifié ; est-il le reflet de la trans-différenciation terminale des VSMC en

cellules ostéocytaires ou bien un agent protecteur (40) ?
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B. EXPRESSION CLINIQUE ET PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE

1.

MORBIDITE ET MORTALITE LIEE AUX TMO-MRC

Les troubles du métabolisme osseux associés a la maladie rénale chronique sont a
I’origine d’une morbidité et une mortalité conséquente. En touchant a la fois 1’os
cortical et spongieux, ils sont a I’origine de perturbations des fonctions mécaniques et

métaboliques du tissu osseux.

En ce qui concerne les propriétés mécaniques de 1’0os, on observe chez les patients
insuffisants rénaux une augmentation de I’incidence de fractures, douleurs osseuses, et
troubles de la croissance chez I’enfant (35,43,44). Dans une série de patients
américains de sexe masculin atteints d’'une MRC de stade 3, le risque relatif de
fracture de hanche était estimé a 1,28 (intervalle de confiance a 95% : 0,88-1,66) et a
3,98 pour une MRC de stade 4 (intervalle de confiance a 95% : 2,25-7,74) (43). Ces
fractures sont a I’origine d’un plus grand nombre d’hospitalisations et de déces dans
cette population (44,45). L’origine des fractures observées chez les patients
insuffisants rénaux sont pour la plupart multifactorielles, et ne peuvent étre expliquées
seulement par les modifications du tissu osseux liées aux TMO-MRC. Les patients
atteints d’IRC sont pour la plupart agés, et peuvent étre atteints d’ostéoporose (24).
Par ailleurs, la polymédiction, mais également I’inactivité physique, les troubles de la
nutrition, la faiblesse musculaire et la neuropathie périphérique qui accompagnent la

progression de la MRC, augmentent le risque de chute (figure 4) (46,47).
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Figure 4 : Etiologies des fractures chez les patients atteints de Maladie Rénale
Chronique. Au-dela des altérations qualitatives et quantitatives de I’architecture
osseuse, les patients insuffisants rénaux chroniques ont un risque fracturaire plus

important lié a un risque de chute accru, d’origine multifactorielle : sarcopénie,
troubles de I’équilibre, neuropathie périphérique, inactivité. D’apres (47).

Les perturbations du métabolisme minéral liées a la MRC sont associés a une
augmentation du risque de déces, comme décrit par de nombreuses ¢tudes de cohorte
(44,45,48,49). En 2004, une large étude portant sur des patients hémodialysés
américains observait une association entre phosphatémie et mortalit¢ pour un taux
supérieur a 5 mg/dl, apreés ajustement pour plusieurs variables confondantes (Risque
Relatif (RR)=1,10 ; intervalle de confiance a 95% 1,02-1,17). Ce risque augmente de
facon majeure pour des taux de phosphatémie supérieurs (pour une phosphatémie a
I1mg/dL : RR= 2.47 ; intervalle de confiance a 95% 1.90-3.19). Les autres
perturbations du métabolisme minéral (augmentation du produit phosphocalcique ou
de la calcémie, parathormone supérieure a 600 pg/ml) étaient également associées a
une surmortalité (49,50). De la méme maniére, le FGF-23 est retrouvé comme facteur
de risque de mortalit¢é dans une cohorte de patients incidents en hémodialyse, de
manicre indépendante de la phosphatémie ou des autres variables confondantes (51).
Cependant, dans un mode¢le préclinique, un régime pauvre en phosphate donné a des
souris invalidées pour le géne du FGF23 permettait de corriger 1’hyperphosphatémie,
les calcifications vasculaires, et la surmortalité observés sous un régime normal,

traduisant le poids de la phosphatémie sur la morbidité-mortalité (52).
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Les conséquences cardiovasculaires des TMO MRC sont multiples : I’augmentation
du FGF-23 chez les patients insuffisants rénaux chroniques est associée a une
hypertrophie ventriculaire gauche (53); I’hyperphosphatémie est associée a une
surmortalité cardiovasculaire, d’étiologie variable (mort subite, coronaropathie,
atteinte vasculaire cérébrale) (50). Dans 1’étude de London en 2003, les calcifications
vasculaires en position médiale, associées aux TMO-MRC, étaient associées a une
surmortalité cardiovasculaire, toutefois inférieure aux calcifications intimales

athéromateuses (33).

PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DES TMO-MRC
ETAT DES CONNAISSANCES ET RECOMMANDATIONS DE BONNE PRATIQUE

La prise en charge des perturbations du métabolisme minéral et osseux liés a
I’insuffisance rénale chronique implique de définir des cibles thérapeutiques.
Cependant, observer le bénéfice d’une intervention thérapeutique sur des criteres forts
comme la survenue d’évenements cardiovasculaires, le risque fracturaire ou méme la
mortalité impliquerait des études sur de longues périodes, difficilement concevables.
Ainsi, le niveau de preuve est fondé en grande partie sur des études observationnelles.
L’¢tude COSMOS, issue d’une cohorte prospective et multicentrique de patients
hémodialysés suivis sur trois ans, rapporte une amélioration de la survie chez les
patients qui amélioraient une hyperphosphatémie, une hypercalcémie, ou qui

augmentaient leur PTH, initialement basse (54).

Les recommandations de bonne pratique internationales (KDIGO) retiennent comme
cibles thérapeutiques :

- La phosphatémie, qui doit étre maintenue dans les valeurs normales aux stades
3 a5 dela MRC. Au stade 5 dialysé (5D) des phosphatémies élevées doivent
étre ramenées vers les valeurs normales.

- La calcémie, qui doit étre maintenue dans les valeurs normales.

- LaPTH, qui, si elle est élevée aux stades 3 a 5 de la MRC doit faire rechercher
et corriger une hyperphosphatémie, une hypocalcémie ou un déficit en
vitamine D native. Dans le cas ou persisterait une hyperparathyroidie malgré la
correction de ces facteurs modifiables, un traitement par calcitriol ou analogue

de la vitamine D (VDRA) est suggéré par les KDIGO. Au stade 5D, la PTH
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doit étre maintenue entre deux et neuf fois la limite supérieure du laboratoire.
Les calcimimétiques peuvent étre utilisés en association ou remplacement de la
vitamine D activée. Des variations importantes ou rapides du dosage de PTH
doivent entrainer une intervention thérapeutique afin de la maintenir dans cet
intervalle.

- La croissance staturale chez les enfants aux stades 2 a 5D (32).

Alors que certains considérent que les calcifications vasculaires sont un critére
intermédiaire, reflet de I’inflammation systémique secondaire aux facteurs de risque
cardiovasculaires (55), d’autres pensent qu’elles sont le reflet d’un risque
cardiovasculaire cumulé, et qu’il s’agit d’un phénomeéne modifiable qui doit étre
dépisté pour adapter la prise en charge de maniere individuelle (56).Les KDIGO
recommandent que la présence de calcifications vasculaires ou d’anomalies
histomorphométriques sur la biopsie osseuse soient prises en compte dans le choix des

molécules utilisées.

La prise en charge d’une hyperphosphatémie débute par la restriction des apports
alimentaires en phosphate, de 800 a 1000 mg/jour (57). Il faut encourager la réduction
des apports en conservateurs, riches en phosphates, et favoriser les aliments ayant un
ratio phosphate/protéines faible (58). L’étape suivante consiste a prescrire un chélateur
du phosphate : on distingue les chélateurs calciques (carbonate et acétate de calcium),
des non-calciques (a base de magnésium, sevelamer ou lanthanum). Leurs avantages,
inconvénients et effets sont résumés dans le Tableau 3. Les chélateurs aluminiques
sont désormais abandonnés, compte tenu de leur toxicité neurologique et osseuse. Un
chélateur ferrique (citrate ferrique) a récemment été testé dans un essai randomisé
intéressant une population d’insuffisants rénaux aux stades 3 a 5 présentant une
carence martiale et une phosphatémie supérieure ou égale a 4- 6 mg/dl. L utilisation de
cette nouvelle molécule pendant 12 mois a permis de réduire la phosphatémie, les taux
de FGF23, d’améliorer la carence martiale et I’hémoglobinémie en comparaison avec

les sujets controles (59).

En cas d’hypocalcémie associée a une hyperphosphatémie, un chélateur calcique doit
étre préféré. Lorsque la calcémie est normale ou basse, les différents types de

chélateurs sont envisageables. Cependant il a ¢été rapporté une association entre

21



’utilisation de chélateurs calciques du phosphate et la progression de calcifications
vasculaires (60—62). Les recommandations internationales suggérent de limiter les
doses de chélateurs calciques chez les patients atteints de calcifications vasculaires.
Malgré tout, différentes études comparant le sevelamer aux chélateurs calciques sur le
critere dur de mortalité ont montré des résultats divergents, ne permettant pas de

conclure sur un réel bénéfice clinique d’une classe par rapport a 1’autre (55,63,64).

L’utilisation de calcitriol ou d’analogues de la vitamine D permet de lutter contre
I’hyperparathyroidie et 1’accélération du remodelage osseux. Il est cependant
souhaitable d’utiliser de faibles doses de vitamine D active, afin d’éviter toute
hypercalcémie ou hyperphosphatémie qui favoriserait les calcifications ectopiques.
Les activateurs du récepteur de la vitamine D (VDRA) ont été développés dans le but
le limiter la sécrétion de PTH sans augmenter la calcémie. Les études cliniques
réalisées n’ont pas permis de vérifier cette hypothése. Plusieurs études rétrospectives
américaines et japonaises suggéraient un avantage en terme de taux d’hospitalisation,
de mortalit¢ cardiovasculaire ou globale sous VDRA (65). Dans 1’essai prospectif
randomis¢ PRIMO, le paricalcitol ne permettait pas d’amélioration de la masse
ventriculaire gauche, et était associé a des épisodes d’hypercalcémie, et une

dégradation de la fonction rénale (66).
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Chélateur Nombre de Avantages Inconvénients Effet sur la Effet sur les Effets sur Ca, Cofit
cp /jour mortalité calcifications Pi annuel
vasculaires (USD)
Calcium 3-6 Efficace, peu coliteux Possible 1Ca, NC NC 1Pi0.9 mg/dl 100-200
carbonate Tcalcifications 1Ca 0.5 mg/dl
en moyenne
Calcium 6-12 Efficace, peu coliteux Possible 1Ca, NC NC |Pi>Ca 1000-2000
acétate Tcalcifications carbonate
Magnésium 1-6 Efficace, peu coliteux Possible dépression NC NC Pi= 120
hydroxide respiratoire chélateurs
Diarrhée calciques
Magnésium 2-6 Efficace, peu coliteux Possible dépression NC NC |Pi= 120
carbonate respiratoire chélateurs
Diarrhée calciques
Sevelamer 6-12 Efficace, pas de calcium, Tolérance digestive Pas de Tendance | 4400-8800
hydrochloride | LDLc Risque d’acidose différence vs. progression
(HCI) métabolique chélateurs vs. chélateurs
Colit calciques calciques
Sevelamer 6-12 Identique au Sevelamer HCI, avec un | Tolérance digestive Probablement Probablement 5500-
carbonate moindre risque d’acidose Cotit identique au identique au 11000
métabolique Sevelamer HCI | Sevelamer HCI1
Lanthanum 3-6 Efficace, pas de calcium, | Possible NC NC 7000-
carbonate accumulation 14000
tissulaire,
Colit

Tableau 3 : Effets des chélateurs du phosphate sur la mortalité, les calcifications vasculaires et le métabolisme minéral. Issu de (67). Ca:
calcium, HCI : hydrochloride, LDLc : low density lipoprotein cholesterol, NC : non connu, Pi : phosphate, USD : dollars américains.
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Au stade 5D de la MRC, le cinacalcet, traitement calcimimétique inhibiteur de la
sécrétion de parathormone, est une alternative thérapeutique puissante a la vitamine D
active. L’essai prospectif randomis¢ ADVANCE a montré une réduction de la
progression des scores de calcifications cardiovasculaires sous 1’effet du cinacalcet en
association avec de faibles doses de calcitriol dans une population hémodialysée (68).
Cependant, son évaluation sur des criteres cliniques de mortalité et morbidité cardio-
vasculaire dans I’essai EVOLVE n’a pas permis de mettre en évidence d’avantage en
faveur du calcitriol (69). Enfin, une parathyroidectomie peut étre proposée aux

patients ayant une hyperparathyroidie non controlée (PTH>1000pg/ml) (58).

En ce qui concerne la prise en charge spécifique des lésions osseuses, 1’utilisation des
biphosphonates est interdite aux stades 4 et 5 de la MRC, compte tenu du risque
d’accumulation. Une étude pilote réalisée sur 50 patients au stade 3-4 de la MRC
comparait I’alendronate a un placebo sur 1I’évolution des calcifications vasculaires en
imagerie. Aucune différence n’a pu étre observée sur ce critére ; cependant les patients
présentaient une amélioration de la densité minérale osseuse au site lombaire (70). Par
ailleurs, 1’étude rétrospective d’une cohorte de patientes américaines traitées par
biphosphonates et présentant une altération de la fonction rénale (en moyenne 51,8
ml/min/1.73m?) n’a pas permis de mettre en évidence une réduction du risque
cardiovasculaire en comparaison avec un groupe controle. La mortalité¢ globale était
cependant diminuée de 22% dans le groupe traité, apres ajustement pour les variables

confondantes (71).

Le Denosumab est un anticorps monoclonal anti-RANK-ligand, qui bloque la
différenciation et D’action des ostéoclastes. Utilis¢ en deuxiéme ligne dans
I’ostéoporose post-ménopausique, il a montré une amélioration de la DMO et du
risque fracturaire. Sa pharmacocinétique n’est pas modifiée par différents niveaux
d’altération de la fonction rénale, rendant envisageable son utilisation dans les TMO-
MRC (72). Une équipe taiwanaise a étudié¢ I’association Desosumab et calcitriol sur
une population d’adultes hémodialysés ayant une hyperparathyroidie non controlée
(PTH >800 pg/mL) et une densité minérale basse. En comparaison avec un groupe
controle, les auteurs observaient chez les patients traités une amélioration de la densité
minérale osseuse, de I’hyperparathyroidie et du volume de leurs glandes

parathyroidiennes mesurées par échographie ultra-sensible (73).
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Enfin, un anticorps monoclonal anti-sclérostine est en cours d’évaluation dans un essai

de phase III.

EVOLUTION ET PRISE EN CHARGE DES TROUBLES DU METABOLISME OSSEUX
APRES TRANSPLANTATION RENALE

Aprées transplantation rénale, 1’évolution du métabolisme osseux dépend de trois
facteurs : la préexistence d’une ostéodystrophie rénale avant la greffe et ses
caractéristiques en terme de turnover, volume et minéralisation ; le régime
d’immunosuppresseur auquel le patient est soumis; et enfin [’existence d’une
altération persistante de la fonction du greffon (figure 5) (74,75). Classiquement, les
taux de PTH circulants diminuent rapidement : de plus de 50% dans les 3 a 6 mois
post-greffe, correspondant & une involution du tissu parathyroidien. Cependant, dans
plus d’un quart des cas, on observe la persistance d’une hyperparathyroidie apres

transplantation, alors méme que la fonction rénale est normalisée (74).

Parmi les traitements anti-rejet, les corticostéroides semblent avoir ’effet le plus
délétere sur le tissu osseux. D’une part en diminuant 1’absorption digestive de calcium
et favorisant son excrétion urinaire, ce qui favorise I’hypocalcémie et donc
I’hyperparathyroidie secondaire ; d’autre part en découplant la formation et la
résorption osseuse, conduisant a une perte osseuse. En effet, les corticoides inhibent la
différenciation et I’action des ostéoblastes, favorisent leur apoptose, et stimulent la
différenciation des ostéoclastes via I’augmentation du RANK-ligand et la diminution
d’ostéoprotégérine, récepteur leurre du RANK-ligand. Ils sont également pourvoyeurs
d’hypogonadisme, favorisant encore la perte osseuse (74). Les anti-calcineurines ont
¢galement été associés a une perte osseuse dans des études précliniques, via une
stimulation de I’ostéoclastogénése. En pratique clinique, il n’a pas été démontré
d’augmentation du risque de fractures chez les patients traités par anti-calcineurines.
Les inhibiteurs de mTOR exercent un effet antiprolifératif sur les cellules osseuses ;
une étude menée chez le rat ovariectomisé traité par everolimus a montré une
diminution de la perte osseuse trabéculaire (76). Enfin, les traitements comme
I’azathioprine, le mycofenolate mofétil et les traitements d’inductions ont un effet
bénéfique sur le métabolisme osseux en permettant de limiter I’exposition aux

corticoides (74).
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Les études histomorphométriques portant sur les patients greffés montrent ainsi des
résultats hétérogenes ; le phénotype osseux le plus fréquemment rencontré associe un
turnover bas a un volume osseux diminué. La minéralisation est, elle, normale ou
faible. Le risque fracturaire est majeur dans cette population, et décroit avec le temps.
Il est estimé supérieur de 360 a 380% par rapport a la population générale, et supérieur
de 30% aux patients hémodialysés pendant les trois premicres années de greffe. Les
fractures rachidiennes sont les plus fréquentes, probablement en lien avec une plus
grande proportion d’os spongieux au niveau vertébral, qui est le tissu le plus sensible

aux corticoides (74,77).

La DMO mesurée par absorptiométrie biphotonique a rayons X (DXA) est corrélée
aux taux de fractures dans la population générale, et également, mais de maniére
moins franche, chez les transplantés rénaux. Les KDIGO suggerent de mesurer la
DMO chez les patients greffés ayant des facteurs de risque d’ostéoporose ou traités par
des corticoides. Il faut toutefois noter que les corticoides peuvent induire des fractures

avant méme une diminution de la DMO (77,78).

TRANSPLANTATION

glucocorticoids JGFR = cyclosporin glucocorticoids

tacrolimus cyclosporin
/ \ tacrolimus
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Figure 5 : Facteurs influengant le métabolisme osseux en post transplantation rénale.
Issue de (75). L’altération de la fonction du greffon et I’exposition aux traitements
immunosuppresseurs conduisent a un découplage entre ostéoformation et résorption
suivie d’une perte osseuse. RANKL : RANK-ligand, nécessaire a la différenciation des
osteoclastes ; OPG : ostéoprotégérine, récepteur soluble du RANKL.
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La prise en charge des TMO-MRC apres la greffe se base tout d’abord sur des mesures
générales comme 1’arrét du tabac, la diminution de la consommation d’alcool, une
activité physique réguliére, la gestion des facteurs de risque de chute. En I’absence de
contre-indications, une supplémentation hormonale aux femmes ménopausées peut
étre envisagée, en gardant a I’esprit le risque thromboembolique, néoplasique et de
coronaropathie. Les stratégies d’épargne et d’arrét des corticoides ont prouvé une
baisse de la perte osseuse mesurée par DXA ; cependant les études observationnelles
s’intéressant au risque fracturaire montrent des résultats contradictoires, probablement

en rapport avec I’hétérogénéité des protocoles d’épargne cortisonique (79).

Les recommandations internationales suggérent de corriger une hypocalcémie, une
carence en vitamine D native ou en calcitriol (78). L’apport de vitamine D active ou
d’analogues (VDRA) sont associés a une diminution de 1I’hyperparathyroidie et une
amélioration de la densit¢ minérale osseuse chez les patients transplantés.
L’hypophosphatémie, fréquente aprés la greffe, est potentiellement délétere sur le
métabolisme osseux car elle inhibe la prolifération et I’action des ostéoblastes et

favorise leur apoptose. La supplémentation en phosphate doit étre prudente (79).

De nombreuses études ont montré une amélioration de la DMO au rachis lombaire et
au col fémoral sous biphosphonates dans la premicre année post transplantation rénale.
Cependant, aucune n’a démontré d’amélioration du risque fracturaire. Il faut noter que
ces ¢études intéressaient de faibles effectifs de patients ; et que I’absence d’ostéopathie
adynamique avant I’intervention thérapeutique n’était pas toujours vérifiée. Une méta-
analyse de 11 essais cliniques rassemblant 780 patient greffés dont 42% de
transplantés rénaux qui avaient été traités par biphosphonates ou VDRA dans la
premicre année de greffe présentaient moins de fractures que les patients controles

(77,79).

Le cinacalcet a montré une amélioration de 1’hypocalcémie et 1’hyperparathyroidie
post transplantation rénale dans plusieurs études de faible niveau de preuve.
Cependant il n’existe pas de données objectives sur la durée optimale de traitement en

cas d’hyperparathyroidie résiduelle (79).

La PTH recombinante (teriparatide) a montré son efficacit¢ dans la prévention du

risque fracturaire chez les femmes ménopausées traitées par glucocorticoides. Dans la
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population des transplantés rénaux, ce traitement a été insuffisamment étudié ; dans de
petites séries, il semble présenter un bon profil de tolérance, mais sans preuve
d’amélioration du risque fracturaire. Il semble intéressant chez les patients

parathyroidectomisés présentant une hypocalcémie franche apres transplantation (79).

Enfin, le Denosumab, cet anticorps monoclonal qui ciblant le RANK-ligand, inhibiteur
de I’ostéoclastogénese n’a pas encore été évalué apres greffe rénale. Il s’agit cependant

d’une piste thérapeutique intéressante, comme alternative aux biphosphonates (79).

Le Tableau 4 résume les mécanismes d’actions des différentes thérapeutiques

envisageables aprés transplantation rénale.
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Traitement Mécanisme d’action Effet sur la Effet sur la
PTH DMO
Epargne / 1 formation osseuse Oou| Moindre |
arrét des corticoides 1 absorption Ca**
Amélioration métabolisme vitamine D
Vitamine D Apport alimentaire en vitamine D ! +/-
1 absorption Ca*" Moindre |
Calcitriol et VDRA 1 synthése de PTH et 1 absorption Ca*" ! Moindre |
Supplémentation en 1 phosphatémie Indéterminé 0
phosphate
Biphosphonates Inhibe  résorption osseuse par les  Possible 1 Moindre |
ostéoclastes +/-1
Calcitonine Inhibe  résorption osseuse par les 0 Moindre |
ostéoclastes (os trabéculaire)
Calcimimétiques 1 sensibilité du CaSR au Ca** ! Moindre |
Teriparatide PTH recombinante Indéterminé +/-1

Denosumab

Parathyroidectomie

Anticorps monoclonal humanisé bloquant
RANK-ligand

Exérése chirurgicale des parathyroides

(os cortical)

0 Moindre |
+-1
! Moindre |

Tableau 4 : Svynthése des thérapeutiques disponibles pour les TMO-MRC post-

transplantation, effets sur la parathormone et la densité minérale osseuse. Issu de (79).

PTH : parathormone ; DMO : densité minérale osseuse ; VDRA : activateurs du
récepteur a la vitamine D ou analogues de la vitamine D active ; CaSR : récepteur
sensible au calcium.
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C. MODELES EXPERIMENTAUX
a. MODELE MURIN APOE-/-

Plusieurs modeles animaux de troubles du métabolisme minéral et osseux liés a la
maladie rénale chronique ont été développés, dans I’objectif de préciser la cinétique de
ces perturbations, les différents acteurs impliqués, mais également de tester de
nouvelles thérapeutiques. Parmi ces modeles, nous avons choisi de nous intéresser
particuliérement au modele de souris invalidées pour le géne de 1’apolipoprotéine E
(ApoE-/-), combiné a un modele chirurgical d’insuffisance rénale chronique par
cautérisation corticale et néphrectomie controlatérale, qui permet d’obtenir des
niveaux de MRC variables en fonction du niveau de nécrose corticale, et surtout

stables dans le temps (80,81).

L’apolipoprotéine E est synthétisée par le foie, le cerveau mais également par les
monocytes et macrophages. Elle est présente dans les chylomicrons et les Very Low-
Density Lipoproteins (VLDL), et permet leur clairance hépatique. Les souris
invalidées pour le géne de I’ Apoliproprotéine E excrétent moins de cholestérol que des
souris sauvages en réponse a une charge alimentaire lipidique, conduisant a une
hypercholestérolémie (82). Ce modele a ¢été largement utilisé pour étudier
I’athérosclérose : alors que les souris sont des animaux naturellement résistants a ce
processus, les souris ApoE-/- développent sous régime standard des Iésions
athéroscléotiques qui peuvent devenir séveres et étendues lorsque 1’alimentation est

enrichie en lipides (83).

En condition d’insuffisance rénale chronique, on observe chez les souris ApoE-/- la
présence de plaques athéromateuses au niveau de 1’aorte thoracique deés 6 semaines
d’urémie. Ces plaques présentent des calcifications vasculaires intimales et médiales
(81). Néanmoins, la composition du régime alimentaire en Ca, Pi, protides, lipides et
hydrates de carbone joue un role important dans le développement de ces
calcifications, comme illustré¢ par la variabilité des résultats obtenus par différentes
équipes utilisant des régimes alimentaires différents (81,84,85). L’étude du phénotype
osseux de ces souris a également montré des similitudes avec les TMO-MRC : le
volume osseux cortical et trabéculaire est augmenté chez les souris ApoE-/-

urémiques, en rapport avec une augmentation du remodelage ; la minéralisation est
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altérée (86). Ces études ont pu mettre en évidence des liens entre le métabolisme
osseux et la survenue de calcifications vasculaires dans ce mod¢le, comme la présence
d’une corrélation positive entre la surface occupée par les ostéoclastes, reflet de la

résorption osseuse, et les 1ésions d’athérome calcifié aortique (86).

Il est & noter qu’une étude souligne la possibilité d’une interaction entre la présence de
lipides oxydés et I’efficacité de la parathormone in vivo. En traitant par injections de
PTH des souris sauvages ou invalidées pour le gene du LDL-récepteur (un autre
modele d’hypercholestérolémie avec athérosclérose), les auteurs ont observé une
différence en termes de minéralisation osseuse au niveau de la corticale des os longs.
Cette différence était également retrouvée chez les souris ApoE-/-. Les souris
hyperlipidémiques augmenteraient ainsi de maniére moins marquée leur densité

minérale osseuse en réponse a un traitement par PTH (87).

LA REPARATION OSSEUSE

Le processus de réparation d’une fracture se déroule selon une séquence d’événements
cellulaires et moléculaires, décrits par la figure 6. Schématiquement, on décrit une
phase d’hémostase et de réaction inflammatoire, conduisant a la mise en place d’un
tissu de granulation qui servira de support a la formation d’un cal. Les plaquettes et les
cellules inflammatoires sécrétent différentes molécules chimiotactiques, permettant de
recruter au foyer de fracture les cellules immunitaires, les cellules souches, et des
structures vasculaires permettant de promouvoir 1’angiogénése. Le cal cartilagineux
sera progressivement résorbé, laissant place a un os primaire, formé de fibres de
collagéne désorganisées et d’une matrice minéralisée (ossification et minéralisation
primaire). Progressivement, ce tissu sera remodelé par les ostéoclastes et ostéoblastes,

permettant de recréer les structures corticales et médullaires natives (88).

La régulation de ce processus met en jeux de nombreux facteurs :

- Biophysiques : les contraintes mécaniques exercées sur le foyer de fracture
modulent la différenciation des précurseurs en chondrocytes et/ou en
ostéoblastes : une plus grande proportion de tissu cartilagineux sera formée autour
d’une fracture instable.

- L’¢tendue du traumatisme: d’importantes Iésions des structures adjacentes

(périoste, muscle, vaisseaux) modifieront le nombre et 1’origine des cellules
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souches recrutées au foyer de fracture : mésenchymateuses (MSC), périostées ou
musculaires.

- De nombreux facteurs hormonaux et locaux, actifs sur les ostéoblastes,
chondrocytes et leur précurseurs, tels que la parathormone, les cestrogenes, les
bone morphogenic proteins (BMP), les FGF (2, 4, 18, 9), le Transforming growth
factor B (TGFB), ou encore les inhibiteurs de la voie Wnt: la sclérostine et
Dickkopf.

- Enfin le systéme immunitaire joue également un rdle dans la réparation osseuse.
L’immunité innée permet D’initiation de la réparation au début de la phase
inflammatoire ; puis les cellules souches mésenchymateuses recrutées inhibent
localement la réponse immunitaire a travers la production de facteurs paracrines ou

d’interactions cellulaires, conduisant a une augmentation locale du nombre de

lymphocytes T régulateurs (88).
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Figure 6 : Processus de réparation d’une fracture fémorale. D’apreés (88). Deux phases
métaboliques (barres marron) sont décrites au cours de la réparation osseuse : une
premiere phase anabolique, liée au recrutement et a la différenciation de cellules
souches, conduisant a la formation d’un cal. Elle est suivie par une deuxiéme phase,
catabolique, qui consiste en la résorption de ce cal. D’un point de vu biologique, on
décrit trois phases (barres bleues) : inflammatoire, enchondrale, puis de remodelage.
Les différents types cellulaires et précurseurs sont présentés a chaque étape. PMN :
polynucléaire.
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Il existe de nombreux modéles précliniques de réparation osseuse, mais il reste
difficile d’identifier un modéle expérimental capable de mimer les éveénements
proches de ceux lors de la réparation osseuse chez I’homme. De plus, leur utilisation

en recherche pose des problémes logistiques et financiers.

La grande majorité des modeles d’invalidation génétique ont été développés chez la
souris. Ainsi, les rongeurs sont de plus en plus utilisés en recherche pré-clinique pour
des raisons de cofits et de disponibilités. De nombreux mod¢eles murins ont été décrits.
On distingue les modéles de fractures osseuses, des modeles de 1ésions osseuses. Les
premiers soulévent le probléme de la reproductibilité sur un grand nombre d’animaux,
mais surtout celui de la stabilisation du foyer de fracture. De plus ils nécessitent des
techniques chirurgicales (clou médullaire, broche, fixateur externe) qui peuvent

éventuellement induire des dommages médullaires (89).

Les lésions osseuses ou les perforations osseuses modélisent les Iésions créées
chirurgicalement dans le cadre d’exéréses tumorales, prélévements de greffons osseux,
remplacements ligamentaires. Ils sont plus reproductibles, et permettent d’étudier
I’effet de thérapies cellulaires, facteurs de croissance ou biomatériaux sur la réparation
osseuse. Qu’il s’agisse de fractures ou de perforations osseuses, les conditions doivent
étre standardisées puisque la souche, 1’age, le sexe des souris, mais encore 1’analgésie

post opératoire peuvent influencer la réparation osseuse (89).

Monfoulet et al. ont décrit chez la souris C57BL6 un modéle de réparation du tissu
spongieux en précisant la cinétique de réparation en microtomographie haute
résolution a rayons X et en analyse histologique. Des perforations de 0,9 mm de
diametre ont été créées dans la région épi-métaphysaire proximale du fémur de souris
agées de 14 semaines. La réparation osseuse débutait dans la partie la plus profonde de
la 1ésion, a partir des travées restantes, puis se propageait vers la corticale. Aprés 14
jours, le tissu réparé présentait des caractéristiques d’os primaire (nombre de travées
¢levées, faible densité minérale) puis €tait remodelé pour atteindre les caractéristiques
d’un os spongieux au 28°™ jour. La réparation corticale était incompléte 90 jours aprés

création des Iésions (90).
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III.

OBIJECTIFS

L’objectif de ce travail est d’étudier les modalités de régénération osseuse dans un

contexte d’insuffisance rénale chronique, en comparant :

- La cinétique de reconstruction osseuse pour identifier un éventuel retard de
régénération du tissu osseux,

- La microarchitecture du tissu réparé dans une lignée de souris invalidées pour le
géne de D’apolipoprotéine E, qui est un modele de calcifications vasculaires

associées a la MRC, et une lignée de souris sauvages, nommée C57BL6.

Pour ce faire, la moitié des souris de chaque lignée ont été rendues insuffisantes
rénales en utilisant un modeéle de réduction néphronique chirurgical. La deuxiéme
moiti¢é de ces deux groupes (souris sauvages et souris invalidées) a conservé une

fonction rénale normale.

Ce modele expérimental d’insuffisance rénale a été¢ dans un premier temps validé d’un
point de vue physiopathologique a 1’aide de dosages plasmatiques réalisés dans les

différents groupes (urée, calcium and phosphate, FGF-23 et PTH).

Puis, les 1ésions osseuses ont été créées au niveau de la métaphyse proximale du fémur
de chaque souris, d’aprés le modeéle de réparation trabéculaire décrit par Monfoulet et

al.(90).

L’analyse du tissu néoformé a été réalisée apres deux et quatre semaines de réparation,

par microtomographie a rayons X haute résolution, et par analyses histologiques.

Ce travail a fait I’objet d’un article qui sera proposé¢ a publication dans le Journal
« Bone ».
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Abstract

Background: Mineral and bone disorders associated with chronic renal failure (CRF)
are responsible for changes in bone microarchitecture and strength. Bone fractures are
highly frequent among the CRF population, and responsible for an increase in
hospitalization rates and death. Apolipoprotein E deficient (ApoE-/-) mice, when
challenged with CRF, develop vascular calcifications and bone turnover,
mineralization and volume changes similar to those observed in CRF patients. The aim
of our study was to characterize bone repair in ApoE deficient mice challenged with

CREF, as a model of mineral and bone disorders associated with CRF.

Methods: We created epimetaphyseal femoral defects in 13-weeks-old female
C57BL6 and ApoE-/- mice which previously underwent surgical nephron reduction or
sham operations. Bone tissue regeneration was analyzed after 2 and 4 weeks using

three-dimensional micro—computed tomography and histological examination.

Results: Plasmatic intact parathormone and FGF-23 levels were significantly superior
in CRF mice than in sham operated, in ApoE-/- and C57BL6 groups. Interestingly,
Apo E deficiency seemed to influence FGF-23 level as it was significantly higher in
ApoE-/- control group than in C57BL6 controls. Bone repair in ApoE-/- mice with
CREF creates a trabecular tissue with increased bone volume and histological features
of high turnover. The bone defect model and the time-point analysis used in our study
did not allow us to observe cortical healing. The increase in trabecular bone volume in
ApoE-/- CRF mice defects was not due to a faster or more efficient bone repair, but to
modifications in bone micro-architecture: the newly formed trabecular bone was

larger, with a denser trabecular network, and a tendency to an increase in trabeculae.

Conclusion: Chronic renal failure modifies trabecular bone healing in mice, leading to

micro architectural changes, consistent with a high turnover osteodystrophy.
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1. Introduction

Advanced chronic renal failure (CRF) is associated with numerous
metabolic disturbances. Phosphate retention, acidosis, pro-inflammatory state and
impaired nutritional status favor the development of mineral and bone disorder. This
recently-defined entity, named Chronic Kidney Disease-Mineral and Bone Disorders,
brings together mineral and bone laboratory values, bone histological abnormalities,
fractures, impaired growth in children and cardiovascular calcifications, commonly

observed in CRF patients (7).

The decrease in circulating a-Klotho and FGF-23 blood level are the first evidence of
mineral metabolism disturbances observed in the course of CRF (8). FGF-23 is a
circulating hormone secreted by osteocytes and osteoblasts. It binds to FGF receptor
and its specific co-receptor a-Klotho, to promote phosphaturia and a decline in active
vitamin D. Along with a decrease in functional renal tissue, suppression of la-
hydroxylase by FGF-23 causes impairment in intestinal calcium absorption and leads
to hypocalcemia and increased parathyroid hormone (PTH). PTH maintains serum
calcium levels and increases serum phosphate levels through the stimulation of bone

turnover, resulting in alterations of bone architecture (8,28).

The term “renal osteodystrophy” gathers all bone architectural changes seen in CRF
patients. They are the result of turnover, mineralization and bone volume changes,
and therefore are responsible for higher bone fragility. Adynamic bone disease and
osteitis fibrosa are the more frequently observed phenotypes (14). Bone fractures, and
more precisely hip fractures, are highly frequent in CRF patients, and associated with
a high mortality and hospitalization rate (43—45). So far, little is known about the

underlying mechanisms of bone repair in the context of CRF.

Regarding experimental models, Apolipotrotein E deficient (ApoE-/-) model is widely
used to study atherosclerosis. Indeed, ApoE-/- mice show impaired clearing of plasma
lipoproteins and they develop atherosclerosis in a short time (83). In the context of
CRF, ApoE-/- mice display accelerated atherosclerosis (84) with larger areas of
atheromatous and medial calcification than non-uremic ApoE-/- mice (81). Therefore
it has been proposed as a model of chronic kidney disease-associated bone and mineral

disorder. The study of bone remodeling in ApoE-/- CRF mice showed an increase in
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trabecular and cortical bone mass, associated with evidences of high turnover,

consistent with osteitis fibrosa (86).

In the context of bone tissue regeneration, bone repair requires cellular recruitment,
including mesenchymal stem cells, their differentiation to osteoblastic lineages, and
synthesis of a mineralized and vascularized extracellular matrix (91). As CRF
modifies the hormonal environment, creates acidosis and accumulation of uremic

toxins (2), it may modify the course of bone healing.

Taken together, the aim of our study was to characterize bone repair in ApoE deficient
mice associated with CRF, in terms of tissue microarchitecture, using an epi-

metaphyseal bone defect model previously designed (90).

2. Materials & Methods

2.1 Animals, experimental procedures and diet
C57BL-6 and ApoE-/- female mice were purchased from Charles Rivers Breeding
Laboratories (Wilmington, MA), and bred at the University of Bordeaux (Bordeaux,
France). They were housed in polycarbonate cages, in a pathogen-free facility set on a
12 hour light-dark cycle and given free access to chow diet and water. The diet
(Scientific Animal Food & Engineering, Augy, France) contained 16 % protein, 3 %
fat, 0.33% calcium, 0.59 % phosphorus and 1000 Ul/kg vitamin Dj.

Animal experiments were performed in accordance with the “Principles of Laboratory
Animal Care” recommended by the National Society for Medical Research in France.
Interventions were carried out in an accredited animal facility (authorization n® A33-
063-917) at the University of Bordeaux, under authorization n°® B3310023 of the
French Ministry of Agriculture and were approved by the Animal Ethic Committee of

the University of Bordeaux.

2.2 CRF surgical experimental model in mice
We used a two-step procedure to create CRF, using 8-week old female ApoE—/— mice
and Wild Type (WT) C57BL6 mice. Anesthesia was induced with a mixture of 4 %
isoflurane/ Air 1-2 L / min (Baxter, Deerfield/ IL, USA) and was maintained at 2 %
isoflurane/ Air 0,8 L / min during the isurgery. A stable body temperature was assured

by the use of a heating device.
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Then, we applied cortical electrocautery to the left kidney through a 2-cm flank
incision and performed right nephrectomy through a similar incision, 2 weeks later.
(80,81,86). Control animals received sham operation that included flank incision and
exteriorization of both kidneys. Special care was taken to avoid damage to the

adrenals.

2.3 Bone defects
Three weeks after creation of CRF or sham surgery, holes (1 mm) were created in the
femoral condyle, in a region centered on the distal growth plate, encompassing
metaphyseal and epiphyseal areas (90). Anesthesia was induced as previously
described, bone defects were carried out using an electric drill (Harvard Apparatus,
Cambridge, MA) at 10,000 rpm. Bone defects were around 1.5 mm deep and were
rinsed with physiological solution NaCl 0.9 % (w/v).

2.4 Blood sample analysis
Blood was collected two weeks after creation of CRF, using a retro-orbital sampling
technique, under anesthesia. Plasma concentrations of urea, calcium and phosphate
were assessed by the Centre de Recherche sur I’Inflammation (Paris, France) using an
Olympus AU 400 auto-analyzer (Beckman Coulter, Fullerton,CA). Mouse intact
parathyroid hormone was quantified using a two-site ELISA (Immutopics, Quidel,
France). We also assessed mouse Fibroblast Growth Factor-23 (FGF-23) using a two
site FGF-23 (C-Term) ELISA assay (Immutopics, Quidel, France), according to the

manufacturer’s instructions.

2.5 Three-dimensional micro—computed tomography
X-Ray micro—computed tomography (micro-CT) was performed to analyze bone
tissue regeneration within bone defects performed in the four groups. Equal numbers
of mice from each group were euthanized by an overdose of CO; at 2 and 4 weeks
after creation of bone defects. Samples were fixed in 4 % (w/v) paraformaldehyde in
PBS 0.1M pH 7 and femurs were scanned in an Explore Locus SP X-Ray micro-CT
device (General Electric, Milwaukee, WI) at an isotropic resolution of 16 um.
Reconstruction of the epi-metaphyseal region was performed following correction of
the rotation center and calibration of the mineral density. Bone analysis was performed
using Advanced Bone Analysis™ software (General Electric). The region of interest

(ROI) was bordered by the defect edges and encompassed the areas containing newly
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formed bone, excluding the outer boundary that faced the cortical gap (fig.1b).
Thresholding of gray values was performed in order to separate mineralized elements
from background. Cancellous bone volume / total volume (BV/TV), trabecular number
(TbN), trabecular thickness (TbTh), and the density of mineralized tissue (TMD) were
measured in cancellous bone. Gap filling was quantified from one 2D longitudinal
micro-CT image positioned to the central axis of the defect. It represented the distance

between the outer edge of newly formed bone and the defect bottom.

2.6 Bone histology
After micro-CT analysis, samples were decalcified (Q Path DCI1, Labonord, Paris,
France), then dehydrated and finally embedded in paraffin. Longitudinal sections (7
um thick) were prepared using a microtome (Leica, Deerfield, IL), and stained with

Masson’s Trichrome.

Sections were observed using a Nikon (Tokyo, Japan) Eclipse 80i microscope.

Pictures were captured using a DXM 1200 C (Nikon) CCD camera.

2.7 Statistical analysis
Results are expressed as mean + SD. Differences between groups were analyzed by
Kruskall Wallis test, unpaired t-test and Mann-Whitney test (in the ApoE-/-
population, as the size of the group was generally too small to assess normal

distribution). Differences between groups were considered significant at p<0.05.

3. Results

3.1 CRF experimental model validation
As expected, nephron reduction significantly increased plasma urea levels in both the
C57BL6 and the ApoE-/- CRF groups, compared to the respective sham populations
(fig.2). Calcium level was also significantly superior in CRF mice, but we did not find

any difference on phosphatemia between CRF and sham animals in both genotypes

(fig.2).

PTH was significantly higher in CRF groups than in sham groups: respectively 379 +/-
122 pg/mL versus (vs) 128 +/- 73 pg/mL (p<0.05) in C57BL6 mice and 203 +/- 143
pg/mL vs 81 +/- 30 pg/mL (p=0.0175) in ApoE-/- mice (fig.3a). We found no
significant differences in plasma PTH levels between C57BL6 and ApoE-/- animals

with similar renal function.
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FGF-23 levels were also increased in both CRF groups: 1162 +/- 417 pg/mL vs 224
+/- 67 pg/mL (p=0.0012) in C57BL6 mice and 755 +/- 216 pg/mL vs 365 +/- 62
pg/mL (p=0.0095) in ApoE-/-. FGF-23 levels were significantly higher in ApoE-/-
control group than in C57BL6 controls (p=0.0047), while there was no difference
between the two CRF groups (fig.3b).

3.2 Mice outcomes
Before randomization, ApoE-/- mice body weight was significantly higher than in
their wild-type counterparts: 20 +/- 0.8 g vs 18.5 +/- 1 g (p=0.001) in the sham
population and 19.9 +/- 1.1 g vs 18.3 +/- 0.8 g in the CRF population (p=0.0003)
(fig.4a). This body weight difference between ApoE-/- and C57BL6 animals was still
observed after 2 weeks of renal failure (fig.4b). Moreover, mice of the C57BL6 CRF
group exhibited a smaller body weight in comparison to the respective sham group,

with 19.9 +/- 1 g in the CRF group vs 21 +/- 1.1 g in controls (p=0.004) (fig.4b).

After CRF creation or sham surgery, followed by the bone defect surgery, we
observed more bone fractures in ApoE-/- mice than in C57BL6: 11/40 vs 1/60. More
precisely, fractures were more frequent in ApoE-/- controls: 8/21 (38 %) than in
ApoE-/- CRF mice: 3/19 (15 %). In the C57BL6 population, the only fracture we

observed was in the control group.

Four mice died during the experimental study, all of them were ApoE deficient. One
died before the beginning of the study; another one was euthanized during the first
surgical procedure of CRF creation, because of a renal deformation. Finally, two

animals from the ApoE-/- CRF group died from a breakdown of suture line.

3.3 Bone repair analysis
Bone volume fraction (BV/TV) within the defect was not different between C57BL6
CRF and WT groups after 2 and 4 weeks of bone repair. In ApoE-/- mice, BV/TV was
significantly higher in the CRF groups compared to sham groups, after 2 weeks
(p=0.01) and 4 weeks of bone repair (p=0.03). Moreover, we observed a tendency to a
higher BV/TV in ApoE-/- mice with renal failure in comparison to wild types with
CRF (p=0.05).
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There were no differences in trabecular thickness (TbTh) after 2 weeks of bone repair.
After 4 weeks, TbTh increased in all 4 groups, but with higher amplitude in ApoE-/-
CRF, compared with C57BL6 CRF (p=0.02) (Table 1).

We observed for all groups a decrease in the number of trabeculae within the newly-
formed bone between the 2 weeks and 4 weeks analysis, which is consistent with a
remodeling process of the primary bone tissue. Nevertheless, our data pointed out a
tendency to a higher TbN in C57BL6 CRF mice (p=0.06) compared to C57BL6 sham
mice after 4 weeks. This tendency was also detected in ApoE deficient mice with CRF

in comparison to controls, at the latest time point (p=0.07) (Table 1).

The spacing between trabeculae (TbSp) tended to decrease in CRF condition in
C57BL6 mice (p=0.06), and was significantly inferior in ApoE-/- mice (p=0.03) after
4 weeks of bone repair (Table 1). TbSp was found similar between groups after 2

weeks of bone repair (Table 1).

Tissue mineral density was not significantly different in CRF and controls groups in

both genotypes, after 2 or 4 weeks of bone repair (data not shown).

Finally, we found no difference in 2-dimensional gap filling between the four groups,
after 2 and 4 weeks of bone repair. This indicates that the kinetic of bone repair was
not different among CRF and non-CRF mice, and ApoE deficient or wild type mice
(Table 1).

Histological examination of the newly formed tissue showed the presence of a primary
woven bone at the bottom of the bone defect at 2 weeks, spreading to the top of the
defect at 4 weeks. Within this tissue, we observed a random organization and density
of collagen fibers. A fibrous, collagenous tissue occupied the upper part of the defect
(fig.5 g-h, black stars). The growth plate was almost always disrupted by the lesion.
In a few cases, we could observe the formation of a fibro-cartilaginous tissue both
inside the defect and spreading out of the cortex, consistent with enchondral bone

repair.

Figures 5 g and 5 h illustrate the increase in bone volume, trabecular number and
trabecular thickness observed in the newly formed bone of ApoE-/- CRF mice at 4

weeks in comparison to ApoE-/- WT mice.
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4. Discussion
This study aimed to describe the microarchitecture of the newly-formed tissue after
bone injury in a mice model of CRF-associated mineral and bone disorder. We
observed that trabecular bone repair in ApoE-/- mice with CRF creates a trabecular
tissue with increased bone volume and histological features of osteitis fibrosa. In our
study, the high-trabecular bone volume in ApoE-/- CRF mice defects is not due to a
faster or more efficient bone repair, but to modifications in bone micro-architecture.
Wild type and ApoE-/- mice with chronic renal failure exhibited CRF-associated
mineral and bone disorder biological abnormalities, such as increased parathyroid
hormone and increased FGF-23 (figure 3). In this study, there were no differences in
phosphatemia, because blood samples were collected at variable time points (fig. 2).
Secretion of FGF-23 seemed to be increased by ApoE-/- deficiency, as ApoE-/- mice
without CRF had higher FGF-23 than C57BL6 sham mice (figure 3). FGF-23 is
secreted mainly by osteocytes and osteoblasts. It has been demonstrated that ApoE
deficiency interferes with osteoblasts physiology in preventing the gamma-
carboxylation of osteocalcin, and therefore modifying bone remodeling (92). Increased
turnover may induce the release of low-molecular weight fibroblast growth factors,
that are known to increase FGF-23 synthesis by the bone (13).
Here, we chose a model of epi-metaphyseal bone defect previously developed in our
laboratory. When applied to C57BL6 mice of 14 weeks of age, this model shows that
bone formation begins at the bottom of the lesion and fills the cavity 8 weeks after
surgery. The primary woven bone is progressively remodeled in mature cortical bone
during the first 28 days. The cortical bone is not totally repaired after 90 days (90).
Our study was not designed to observe cortical bone healing, but direct bone repair as
the main mechanism of bone healing. Nevertheless, in a few cases, we observed
evidences of enchondral bone repair, a marker of mechanical instability.
Two weeks after drilling of epi-metaphyseal defects, we observed the formation of a
trabecular tissue with micro-CT and histological features of a primary bone. After 4
weeks, instead of a progressively remodeling into a lamellar bone, ApoE-/- CRF bone
samples showed increased bone volume, with a denser network, and a tendency to
more numerous trabeculae (Table la). We also observed an increase in trabecular
thickness when compared to C57BL6 mice with CRF (Table 1b). These modifications
of trabecular micro-architecture mimick CRF induced osteitis fibrosa. Moreover,
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histological examination of ApoE-/- / CRF mice’s bone tissue was consistent with
osteitis fibrosa. = An additional argument is the confirmation of secondary
hyperparathyroidism in ApoE-/- mice with CRF (fig. 3). However, we did not
observed any sign of marrow fibrosis, probably due to the short duration of renal
failure (3 and 5 weeks).

The number and density of trabeculae also tended to increase in WT after 4 weeks of
bone repair, expressing the role of CRF in micro-architectural changes.

As mentioned earlier, ApoE deficiency itself modifies bone turnover, and enhances the
high bone volume phenotype. Previous studies showed that ApoE deficiency interferes
with bone biology (86,92). An hypothesis is that lack of apolipoprotein E prevents
capitation of vitamin K and other liposolubles molecules by osteoblasts. Consequently,
vitamin K-dependent proteins such as osteocalcin, a regulator of bone formation and
mineralization (93), are no longer functional, leading to perturbations of bone
remodeling.

Moreover, apoliprotein E is a known regulator of inflammatory cells during the
atheromatosis process; it influences the polarity and inflammatory phenotypes of the
macrophages, and can control monocyte activation (94). Those cells may influence the
healing process: macrophages are recruited in the early inflammatory phase of bone
repair, and osteoclasts precursors are derived from monocytes. Notably, Nikolov et al.
described a tendency to a decline in osteoclastic activity in trabecular bones of ApoE-
/- mice with CRF (86). Further studies are needed to clarify whether ApoE deficiency
alters inflammatory cells and osteoclastic differentiation during bone repair.

Chronic renal failure modifies trabecular bone healing in mice, leading to micro
architectural changes. The newly formed trabecular bone is larger, with a denser
trabecular network, and a tendency to an increase in trabeculae (Table la). Such
changes are consistent with a high turnover osteodystrophy, or osteitis fibrosa. The
ApoE-/- model is a useful tool for pre-clinical studies of vascular calcifications in
uremia (81). Nevertheless, we and others, observed that ApoE deficiency itself
modifies bone architecture (86,92).

In conclusion, this genetic and experimental model allow us to identify some
differences in the nature of the newly bone tissue regenerated after bone defect within

the four groups, although the kinetic of bone repair between the CRF groups seems
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identical. It would have been now interesting to analyze the mechanical properties of

the newly formed tissues.
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Figure 1. (a) Position of the epi-metaphyseal defect on mice distal femoral epiphysis.
(b) Delineation of the ROI (yellow dots) of newly formed cancellous bone
epimetaphyseal defects.
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Figure 2. Plasmatic concentration of urea (a: C57BL6, b: ApoE-/-), calcium (c: C57BL6,
d: ApoE-/-), and phosphate (e: C57BL6, f: ApoE-/-). Mice were subjected to either sham

operations (sham) or a two-step nephron reduction leading to chronic renal failure (CRF).
**p<0.0025; ***p<0.0001.
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Figure 3. Plasmatic concentrations of intact parathormone (iPTH) (a) and FGF-23 (b) in
ApoE deficient mice and C57BL6 mice, after nephron reduction (CRF) or in controls (sham).
*p<0.05; **p<0.0025.
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Figure 4. Mice body weight at randomization (age= 8 weeks) (a) and 2 weeks after

nephrectomy (CRF group) or the second sham surgery (sham group) (age= 12 weeks) (b).
**p<0.0025 ; ***p<0.0001.
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2 weeks 4 weeks

C57BL6 5 ApoE-/- C57BL6 ApoE-/- p

Sham CRF Sham CRF P Sham CRF P Sham CRF
BV/TV (%) 23+ 6 24+ 8 NS 21+2 23+ 6 * 20+ 7 22 +7 NS 19+7 31+10 *
TbTh (mm) 0.02+0.005 0.024£0.004 NS 0.02£0.001 0.02+0.001 NS 0.03+0.005 0.03£0.007 NS 0.03+0.005 0.04+0.01 NS
TbN (/mm3) 102+1.7 11.5+£32 NS 11015 133+£33 NS 75+27 83+14 o 62+1.9 80+£09 =«
TbSp (mm) 0.08 £0.02 0.08+0.06 NS 0.07+0.01 0.06+0.01 NS 0.12+001 0.10+0.01 = 0.15+0.07 0.09+0.02 *
2D gap-filling (mm) 0.83 +0.25 0.82+033 NS 099+0.32 0.83=+0.17 NS 1224035 0.97+0.18 NS 1.39+0.36 1.05+0.28 NS

2 weeks 4 weeks

Sham CRF Sham CRF p

P p

C57BL6 ApoE-/- C57BL6 ApoE-/- C57BL6 ApoE-/- C57BL6 ApoE-/-
BVITV (%) 23+£6 21+2 NS 24+8 23+6 NS 20+7 19+7 NS 22+7 31+10 o
TbTh (mm) 0.02£0.005 0.02+0.001 NS 0.02 £0.004 0.02+0.001 NS 0.03 £0.005 0.03+0.005 NS 0.03+0.007 0.04+0.01 *
TbN (/mm3) 10.2+1.7 11.0+1.5 NS 11.5+£3.2 13.3+£3.3 NS 7.5+£2.7 6.2+1.9 NS 83+14 8.0+£0.9 NS
ThSp (mm) 0.08 £0.02 0.07+0.01 NS 0.08+£0.06 0.06+0.01 NS 0.12+0.01 0.15+0.07 NS 0.10£0.01 0.09+0.02 NS
2D gap-filling (mm) 0.83 £0.25 0.99+0.32 NS 0.82+0.33 0.83+0.17 NS 1.22+£035 139+036 NS 097+0.18 1.05+0.28 NS

Table 1. Micro-CT analysis of bone micro-architecture within the defect, in C57BL6 and ApoE-/- mice with normal (sham) or impaired
renal function (CRF). (a) CRF vs Sham, (b) ApoE-/- vs C57BL6. Measurements were performed on micro-CT images, 2 and 4 weeks after bone
surgery. BV/TV (%): bone volume fraction; TbTh (um): trabecular thickness; TbN (/mm): trabecular number; Tb.Sp (mm) trabecular space; 2D

gap-filling (mm): length of newly-formed tissue filling the bottom of the defect. *p<0.05, & p<0.1.
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C57BL6 ApoE-/-

Figure 5. A: histological analysis of newly formed bone after 2 (a-d) and 4 weeks (e-h) of
bone repair: representative images from C57BL6 controls (a, €), C57BL6 CRF mice (b, f),
ApoE-/- controls (c, g) and ApoE-/- CRF mice (d, h). Seven micrometers sections of
decalcified bone were stained with Masson’s Trichrome. Defects are delimited in white dots.
B: Micro-CT images of newly formed bone after 2 (a-d) and 4 weeks (e-h) of bone
repair: representative images from C57BL6 controls (a, ¢), C57BL6 CRF mice (b, f), ApoE-
/- controls (c, g) and ApoE-/- CRF mice (d, h). Seven micrometers sections of decalcified
bone were stained with Masson’s Trichrome. Defects are delimited in yellow dots.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

1. LES MODELES EXPERIMENTAUX D’INSUFFISANCE RENALE ET DE TROUBLES
DU METABOLISME MINERAL ET OSSEUX UTILISES DANS NOTRE ETUDE.

La reproduction du mod¢le de néphrectomie des souris sauvages C57BL6 et invalidées
pour le géne de ’apolipoprotéine E nous a permis d’obtenir des souris présentant une
insuffisance rénale et des perturbations du métabolisme minéral tels qu’une
hyperparathyroidie secondaire et une élévation du FGF23. Il est a noter que la
calcémie des souris insuffisantes rénales était supérieure aux souris contrdles, élément

retrouvé dans d’autres études (81).

Nous avons mis en évidence une différence significative entre les taux de FGF23 chez
les souris sauvages et les souris ApoE-/- non insuffisantes rénales (224,3 pg/ml +/-66
contre 365,0 pg/ml +/-62, respectivement, p=0,0047). Cette différence devra E&tre
confirmée par une nouvelle série d’expérimentations et de dosages sériques. Il est
possible que ’absence d’apolipoprotéine E perturbe le métabolisme osseux. En effet,
I’ostéocalcine et la Matrice-Gla Protéine (MGP) sont deux protéines du métabolisme
osseux qui nécessitent, pour étre actives, une étape de gamma-carboxylation médiée
par la vitamine K. L’absence d’apolipoprotéine E perturbe le métabolisme de la
vitamine K, en empéchant la captation des lipoparticules riches en vitamines
liposolubles par les cellules comme 1’ostéocyte. L’ostéocalcine non carboxylée est
incapable d’exercer son effet d’inhibiteur de I’ostéoformation (93), il en résulte une
augmentation du volume osseux (86,92). Une hypotheése pouvant expliquer cette
différence dans les dosages de FGF23 entre les groupes ApoE-/- et C57BL6 est celle
de la libération de FGFs de bas poids moléculaire secondaire a 1’augmentation du
remodelage osseux, qui sont connus pour stimuler la production osseuse de FGF23
(13). En condition d’insuffisance rénale, nous n’avons pas observé de différence dans
les taux de FGF23 plasmatique entre les groupes de souris sauvages et ApoE-/-.
Cependant il est possible que les effectifs aient été trop faibles pour nous permettre

d’observer une telle différence.

Avant randomisation entre les groupes néphrectomisés ou contrdles, le poids des
souris sauvages était inférieur a celui des souris ApoE-/-. Cette différence a 1’état basal
n’est pas retrouvée dans d’autres publications (85,92). Dans notre étude, les souris

sauvages rendues insuffisantes rénales prenaient moins de poids que les souris
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contrdles, probablement en lien avec un certain degré d’anorexie induite par I'urémie.

Cette différence n’¢était pas observée chez les animaux ApoE-/-.

2. LA REPARATION OSSEUSE DANS CES MODELES EXPERIMENTAUX

Le tissu osseux nouvellement formé apres la création de Iésions osseuses chez la
souris présentait, aprés quatre semaines de réparation, des caractéristiques
d’ostéodystrophie rénale avec une augmentation du taux de remodelage osseux. En
effet, le réseau des travées osseuses avait tendance a se densifier dans les deux lignées
de souris, avec une augmentation du nombre des travées et une diminution de leur
espacement, qui atteignait la significativité dans le groupe ApoE-/-. Par ailleurs, le
volume osseux du tissu réparé était significativement plus important chez les souris
ApoE-/- insuffisantes rénales en comparaison avec les souris ayant une fonction rénale
conservée. Nous n’avons pas observé de différence significative en termes de
minéralisation, les temps étudi€s pourraient étre trop précoces. Le tissu osseux réparé
chez les souris ApoE-/- présentait donc des caractéristiques d’ostéite fibrosante, selon

la classification TMV (18).

Par ailleurs, I’absence d’apolipoprotéine E semble modifier la réparation osseuse dans
le contexte d’insuffisance rénale : le tissu spongieux réparé dans les souris ApoE-/-
¢tait formé de travées plus €paisses, avec une tendance a une augmentation de son
volume en comparaison avec le groupe de souris sauvages. L’effet de
I’apolipoprotéine E sur le remodelage osseux a été précédemment décrit par Nikolov et
al., qui observaient une augmentation de la masse osseuse chez les souris ApoE-/-, et

de maniére plus marquée en condition d’insuffisance rénale (86).

Plusieurs points méritent d’étre discutés a propos de ces résultats. Tout d’abord, il faut
préciser que la micro-tomographie a rayons X caractérise la microarchitecture osseuse
mais ne permet pas d’estimer le taux de remodelage osseux. Les modifications des
travées osseuses que nous avons observées dans le groupe des souris ApoE-/-
insuffisantes rénales sont les conséquences d’une probable augmentation du
remodelage. La technique de référence pour 1’évaluation du remodelage reste 1’analyse

histomorphométrique du tissu osseux (voir I11.A.3).

Nous avons jugé raisonnable de prendre en compte des résultats n’atteignant pas le

seuil de significativité (p<0.1) compte tenu d’une part des effectifs analysés : n=5 a 8
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pour les groupes ApoE-/- et n=11 a 16 pour les groupes C57BL6, et d’autre part de
I’incertitude liée a I’outil utilisé. En effet, la résolution du micro-scanner est d’environ
10 um, pour des travées mesurant en moyenne 20 um d’épaisseur. De plus, la
détermination du seuil des nuances de gris, permettant de différencier les éléments
minéralisés du bruit de fond peut étre sujet & une certaine variabilité, puisque 3 séries

de mesures ont ét¢ effectuées a plusieurs mois d’intervalle.

La cinétique du processus de réparation osseuse ne semble pas modifiée par
I’insuffisance rénale, ni par le phénotype des souris. Il serait intéressant de compléter
cette étude de D’architecture du tissu réparé par I’analyse des effets de ’insuffisance
rénale chronique sur les différents acteurs de la réparation osseuse: la réaction
immunitaire, le recrutement des cellules souches et leur capacités de différenciation, la

fonction des cellules ostéo-compétentes matures.

Dans la majorité des échantillons étudiés, les 1€sions créées étaient en position
métaphysaire et interrompaient la plaque de croissance. Ces 1ésions étaient stables, et
nous n’avons pas observé de chondrocytes a I’intérieur ou autour des lésions. A
I’opposé, quelques souris provenant essentiellement des groupes ApoE-/- présentaient
des fractures centrées autour de la 1€sion osseuse. L’analyse histologique révélait alors
un volumineux cal fibro-cartilagineux, traduisant les contraintes mécaniques exercées
sur ces 1ésions. Nous avons recensé 12 fractures au cours de notre étude. Parmi elles,
11 concernaient des souris ApoE-/-, issues du groupe insuffisant rénal dans 3 cas sur
11 et issues du groupe contrdle dans la majorité des cas (8/11). Il est possible que ce
nombre ¢levé de fractures soit 1i€¢ a une fragilité osseuse plus importante, mais cette

donnée devra étre confirmée par des tests de résistance osseuse.

Il est probable que cette différence soit liée a I’opérateur, la localisation des Iésions

créées sur 1’épiphyse fémorale pouvant étre a I’origine d’une instabilité.

3. CONCLUSION

En conclusion, la réparation osseuse dans le modele de TMO-MRC d’invalidation
pour le géne de I’apolipoprotéine E conduit a la formation d’un tissu spongieux
présentant des caractéristiques d’ostéodystrophie, avec une augmentation du volume et
du taux de remodelage osseux. Dans notre travail, la cinétique de réparation ne parait

pas modifiée par I’altération de la fonction rénale. Il serait intéressant de compléter ce
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travail par une étude des propriétés mécaniques de ces tissus osseux nouvellement

formés.

Dans tous les cas, le processus de réparation osseuse fait intervenir de nombreux
acteurs cellulaires et moléculaires potentiellement influencés par la MRC. L’étude des
conséquences de ['urémie sur ces différents facteurs (précurseurs, systéme
immunitaire, cellules ostéocompétantes) pourrait apporter des éléments permettant
d’expliquer les phénotypes observés, et de compléter la description des perturbations

du métabolisme minéral et osseux associées a la MRC.
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RESUME :

Les troubles du métabolisme minéral et osseux associés a la maladie rénale chronique (TMO-
MRC) sont a l'origine de perturbation de la microarchitecture et de la solidité osseuse. La
fréquence des fractures est particulierement importante dans la population de patients suivis
pour une insuffisance rénale chronique ; elles sont associées a une morbidité et une mortalité
conséquentes. Les souris invalidées pour le géne de I'apolipoprotéine E (ApoE-/-), et rendues
insuffisantes rénales développent des calcifications vasculaires et des perturbations du
remodelage osseux, de la minéralisation, et du volume osseux comparables a celles observées
chez les patients insuffisants rénaux chroniques.

L’objectif de notre étude était d’étudier les modalités de réparation osseuse dans un modéle de
TMO-MRC, a travers I'analyse de la microarchitecture de 1'os nouvellement formé chez la souris
ApoE-/- urémique et contrdle et la souris C57BL6 urémique et controle.

Nous avons utilisé un modele chirurgical d'IRC sur des souris C57BL6 et ApoE-/- femelles agées
de 8 semaines. Trois semaines aprés la derniére opération, des lésions osseuses de 1mm de
diameétre étaient créés dans le condyle fémoral, selon un protocole élaboré dans le laboratoire.
L’analyse du tissu osseux nouvellement formé était réalisée a 2 et 4 semaines de réparation, par
microtomographie haute résolution a rayons X et analyse histologique.

L’analyse histologique et microtomographique du tissu osseux réparé a permis de mettre en
évidence une augmentation du volume de tissu spongieux réparé dans le groupe ApoE-/- IRC, en
lien avec des modifications architecturales : diminution de I'espacement entre les travées,
tendance a une augmentation du nombre de travées. L’épaisseur des travées était plus
importante dans le groupe ApoE-/- IRC en comparaison au groupe C57BL6 IRC. Ces observations
sont compatibles avec le développement d'une ostéodystrophie a haut niveau de remodelage,
comme observé dans I'ostéite fibreuse. La cinétique de réparation n’était pas différente entre les
quatre groupes.

En conclusion, I'insuffisance rénale chronique modifie la réparation de I'os trabéculaire chez les
souris ApoE-/-, et conduit a la formation d’un tissu osseux volumineux, compatible avec un haut
niveau de remodelage.
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MOTS-CLES : Réparation osseuse, Maladie rénale chronique, Troubles du métabolisme minéral
et osseux associés a la maladie rénale chronique, Apolipoprotéine E.
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